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ПРЕДИСЛОВИЕ К РУССКОМУ ИЗДАНИЮ 


Предлагаемая читателю книга видного английского ученого, 
профессора Г. Харриса является прекрасным систематическим 
курсом биохимической генетики человека. Как отмечает автор 
в своем предисловии, он ставил перед собой задачу не просто на- 
писать вводный курс, но изложить и обосновать современные 
идеи и концепции в этой быстро развивающейся области. Вместе 
с тем автор заботился о том, чтобы книга могла служить спра- 
вочником, в котором можно было бы найти основные сведения по 
различным вопросам, а также ссылки на оригинальные работы, 
детально освещающие не вошедшей в книгу фактический ма- 
териал. 

Автору удалось справиться со всеми поставленными задачами. 
Несомненное достоинство книги — ясное, доступное и логичное 
изложение предмета на современном уровне. Книга выгодно от- 
личается от руководств по медицинской генетике тем, что основ- 
ное внимание в ней уделено механизмам наследования и проявле- 
ния функции измененных генов, а также распространению и взаи- 
модействию различных аллелей в популяциях человека. Детально 
рассматриваются и обсуждаются связи между первичными изме- 
нениями на уровне последовательности нуклеотидов в ДНК, 
соответствующими изменениями аминокислотной последовательно- 
сти, образованием и свойствами аномального фермента и конеч- 
ными результатами этой последовательности событий, выражаю- 
щимися в изменении физиологических функций и клинических 
проявлениях наследственного нарушения. Таким образом, в книге 
рассматриваются в их взаимосвязи проблемы генетики, выраже- 
ния функции генов, вариабельности и полиморфизма белков 


(в частности, ферментов) и, наконец, изменения физиологических 
функций организма. 
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В книге удачно сопоставлены общебиологические, генетические 
и медицинские аспекты проблемы. Автор отмечает, что связи между 
недостаточностью того или иного фермента и ее проявлениями 
(выражающимися в нарушении или изменении функции определен- 
ных органов или систем) часто оказываются для нас совершенно 
неожиданными. Такое положение вещей обусловлено тем, что 
многое здесь остается неясным. Неизвестно, например, почему 
при фенилкетонурии избирательно поражается нервная система 
или почему недостаточность лизосомной о-1,4-глюкозидазы вызы- 
вает особую форму гликогеноза (болезнь Помпе), при которой 
гликоген избирательно накапливается в миокарде. Ясно, что 
исследования, касающиеся роли и значения различных ферментов 
в особенностях обмена в различных органах и тканях, — дело 
чрезвычайно важное. 


Книга логично построена; от рассмотрения генетических аспек- 
тов, а также механизмов мутаций (гл. [, Пи Ш) автор переходит 
к нормальным и аномальным гемоглобинам (гл. [\), количествен- 
ной и качественной изменчивости ферментов и врожденным на- 
рушениям обмена (гл. У и УП), группоспецифическим веществам 
крови (гл. УП), разнообразию ферментов и белков в популяциях 
человека (гл. УПТ) и, наконец, к вопросам связи генных мутаций 
и наследственных заболеваний со средой обитания (гл. [Х). В по- 
следних двух главах затронуты демографические и социальные 
аспекты наследственных заболеваний человека. В них рассматри- 
вается распространенность различных «обычных» и «редких» ал- 
лелей, явления полиморфизма белков и ферментов и другие гене- 
тические особенности, связанные с географическими и другими 
факторами среды и расовыми особенностями популяций. Особенно 
интересно сопоставление различных заболеваний, показывающее 
некоторую условность понятия «наследственной» болезни, а также 
решающее значение (во многих случаях) факторов среды в лече- 
нии или предотвращении наследственных заболеваний (гл. 1Х). 
Автор, к сожалению, лишь вскользь касается этих важнейших со- 
циальных и демографических аспектов. Вместе с тем приведенные 
им данные ярко демонстрируют огромные преимущества социали- 
стической системы в борьбе с наследственными заболеваниями, 

а также неправомерность расовых или географических подходов, 
используемых для обоснования реакционных теорий расового или 
социального неравенства в популяциях человека. Естественный 
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вывод из этих глав, хотя сам автор об этом и не упоминает, со- 
стоит в том, что только в условиях социалистического строя мо- 
жет быть разрешена важнейшая проблема современной медици- 
ны — лечение и профилактика наследственных болезней. 

В конце книги имеются приложения, содержащие в форме таб- 
лиц основные сведения по всем известным врожденным наруше- 
ниям обмена веществ (приложение Г) и явлениям полиморфизма 
ферментов и других белков (приложение П]). Эти приложения 
позволяют быстро найти литературные источники, в которых под- 
робно рассмотрены те или иные аспекты проблемы. 

Досадным недостатком книги является отсутствие ссылок на 
работы советских авторов в области наследственных болезней 
и биохимической генетики человека. Вместе с тем важные иссле- 
дования в этой области проводятся в лабораториях В. П. Эфро- 
имсона, С. А. Нейфаха, Ю. Е. Вельтищева, Л. О. Бадаляна, 
Е. Ф. Давиденковой и других. Основные сведения, касающиеся 
исследований, проводимых в СССР и в социалистических странах, 
можно найти в книгах В. П. Эфроимсона «Введение в медицин- 
скую генетику», изд. 2-е, М., 1968; Л. О. Бадаляна, В. А. Таболи- 
на и Ю. Е Вельтищева «Наследственные болезни у детей», 
М. 1971; Г. А. Алексеева и Ю. Н. Токарева «Гемоглобинопатии», 
М., 1969; «Молекулярные основы патологии», под ред. В. Н. Оре- 

ховича, М., 1966; А. Хорста «Молекулярная патология» (перевод 
с польского), Варшава, 1967. 

Проблема биохимических основ генетики человека относится 
к наиболее быстро развивающимся и захватывающим областям 
современной биологии и медицины и представляет большой инте- 
рес для широкого круга читателей. За последнее время появилось 
немало новых исследований, значительно дополняющих материал, 
охваченный автором. Тем не менее мы отказались от попытки сде- 
лать отдельные дополнения, так как они вряд ли позволили бы 

адекватно отразить прогресс в этой области и могли бы нарушить 

стройную композицию книги, являющейся логическим и проду- 
манным введением в проблему, знакомство с которой настоятель- 
но необходимо каждому современному исследователю в области 


биологии и медицины и весьма важно также для практикующих 
врачей. 


И. Б. Збарский 
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Эта книга возникла на основе курса лекций, 
в Гальтоновской лаборатории и 


для студентов и научных работников, специализирующихся в об- 
ласти генетики человека, но и Для студентов-биохимиков, биоло- 
гов и медиков, а также для всех тех, кто интересуется вопросами, 
связанными с темой настоящей книги. Мне хотелось изложить 
главные концепции, лежащие в основе современных представле- 
ний в области биохимической генетики человека, обрисовать вы- 
сокую степень наследственного биохимического разнообразия, яв- 
ляющегося, согласно современным данным, характерной чертой 
популяций человека, и, наконец, показать, каким образом де- 
тальный анализ генетически детерминированных биохимических 
различий между отдельными представителями человеческого рода 
способствует выяснению фундаментальных проблем не только ге- 
нетики, но также медицины и биологии человека вообще. 
Примерно 10 лет назад я написал нечто вроде очерка на эту 
тему (Нитап В!оснеписа! Сепейсз, СашЬмаяе ОтуегзИу Ргезз, 
1959); он охватывал ббльшую часть известных в то время данных, 
казавшихся тогда сопоставимыми логически. Однако с тех пор 
исследования в этой области быстро расширились, и в процессе 
подготовки настоящей книги мне стало совершенно очевидно, что 
просто привести прежний текст в соответствие с современным со- 
стоянием вопроса невозможно. Прогресс в этой области настолько 
велик, что для последовательного изложения современных дан- 
ных и концепций необходимо было разработать совершенно иной 
план. И дело здесь не только в Том, что сейчас известно гораздо 
больше о тех вопросах, которые изложены в прежней книге, но 
также в том, что появились целые новые области исследования, 
открывшие перспективы, которые врядли можно было даже пред- 
видеть всего лишь несколько лет назад. Одним из важных по- 
следствий этого прогресса явилось большее единство предмета 
в целом. Такие явления, как врожденные нарушения обмена ве 
ществ, антигенные различия групп крови, заболевания, связанные 
с наличием измененных форм темоглобина, и полиморфизм фер- 


прочитанных 
предназначавшихся не только 
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занными между собой, теперь можно рассматривать в их взаимо- 
связи, причем с теоретических позиций, которые прежде были не- 
мыслимы. Теперь стали вполне правомерными попытки глубже 
проанализировать всю проблему в целом и представить ее в бо- 
лее систематическом виде. Таким образом, настоящая книга су- 
щественно отличается от прежней как по общему плану, так и по 
подходам и трактовке тех или иных проблем и, разумеется, со- 
держит много нового материала. 

При написании подобного рода книги часто бывает очень труд- 
но решить, какие примеры следует избрать для иллюстрации тех 
или иных проблем и положений и насколько подробно нужно их 
рассматривать. Не менее трудно решить вопрос о том, что разум- 
нее опустить, с тем чтобы общий объем книги был не слишком ве- 
лик, и как добиться того, чтобы рассматриваемые проблемы не 
потонули в огромной массе фактических данных. А поскольку 
книга такого рода должна служить также и справочником, возни- 
кает довольно сложная ситуация. Все эти трудности я попытался 
преодолеть, приводя ключевые ссылки в тех случаях, когда по 
тем или иным соображениям данная проблема не рассматрива- 
лась в деталях, или же представляя значительную часть материа- 
ла в виде таблиц, а также в приложениях, в которых опять-таки 
даются необходимые ссылки. Тем не менее интересующая нас 
область настолько разрослась, а литература стала настолько об- 
ширной (к тому же статьи печатаются во множестве самых раз- 
ных журналов), что некоторые работы неизбежно пришлось опу- 
стить. Автор надеется тем не менее, что настоящая книга содер- 
жит достаточно материала для того, чтобы служить не только 
начальным курсом, в котором изложены основы предмета, но 
также руководством для дальнейшего изучения специальных 
проблем. 


Г. Харрис 


ментов и других белков, казавшиеся прежде совершенно не свя- 
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ГЕННЫЕ МУТАЦИИ И ЕДИНИЧНЫЕ 
ЗАМЕЩЕНИЯ АМИНОКИСЛОТ 


1. ВВЕДЕНИЕ; ГЕНЫ, ДНК И БЕЛКИ 


Человеческие существа очень разнообразны. Они отличаются 
друг от друга по умственному и физическому развитию, а также 
по некоторым физиологическим параметрам. Они различаются 
и по восприимчивости к заболеваниям. Отчасти эти различия 
определяются различиями в условиях жизни. Однако они зависят 
еще и от наследственных различий между людьми. Очевидно, за 
исключением однояйцовых близнецов, не существует двух инДиви- 
дуумов, которые были бы абсолютно идентичны по своим наслед- 
ственным свойствам. Анализ (на молекулярном уровне) природы 
и проявлений генетически детерминированных различий между 
людьми и составляет предмет биохимической генетики человека. 

Классическая генетика создала концепцию гена как основной 

биологической единицы наследственности и постулировала, что 
ген должен обладать тремя главными свойствами. Он должен вы- 
полнять в клетке и, следовательно, в организме как целом специ- 
фическую функцию. Он должен обладать способностью к точному 
самовоспроизведению, с тем чтобы обеспечить возможность ©0- 
хранения функциональной специфичности из поколения в поколе- 
ние. Наконец, хотя обычно ген чрезвычайно стабилен, он должен 
обладать способностью подвергаться случайным внезапным изме- 
нениям, или мутациям, в результате которых появляются новые 
единицы, или аллели, функционально отличные от исходного гена 
и воспроизводящиеся в своей новой форме. Было показано, что 
единицы наследственности объединяются в линейном порядке 
в хромосомах, причем каждый ген занимает в них свое собствен- 
ное вполне определенное место, или локус. Было также показано, 
каким образом гены передаются от родителей потомкам через 
яицеклетки и сперматозоиды, в результате чего обычно имеется 
пара гомологичных генов, причем один член пары происходит от 
одного из родителей, а второй — от другого. Благодаря мутацион- 
ным изменениям в предыдущих поколениях могут возникать мно- 
жественные аллельные формы данного гена, так что отдельные 
представители природной популяции могут отличаться по своим 
признакам в зависимости от специфической природы аллелей, по- 
лученных ими от родителей. 
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Исследование природы генетических различий на молекуляр- 
ном уровне стало возможным благодаря четырем главным откры- 
тиям: 1) установлению химической природы вещества, из которо- 
го построен ген и которое определяет его характерные свойства 
(оказалось, что этим веществом является дезоксирибонуклеино- 
вая кислота, или ДНК); 2) выяснению молекулярной структуры 
этого вещества наследственности; 3) раскрытию главной биохи- 
мической роли ДНК в клетке (эта роль состоит в управлении син- 
тезом ферментов и других белков); 4) расшифровке генетического 
кода (что предполагает выяснение деталей взаимоотношения 
структуры нуклеиновых кислот и структуры белков). 

Основные принципы молекулярной структуры ДНК были впер- 
вые сформулированы в 1953 году Уотсоном и Криком; одновре- 
менно с этим они четко указали, что особенности предлагаемой 
модели структуры ДНК согласуются с тремя главными свойства- 
ми генов: специфичностью, репликацией и способностью к му- 
тациям. 

Согласно модели Уотсона—Крика, молекула ДНК состоит из 
двух очень длинных полинуклеотидных цепей, закрученных вокруг 
общей оси, так что образуется двойная спираль. Остов каждой 
цепи состоит из регулярно чередующихся фосфатных групи и 0с- 
татков сахара (дезоксирибозы). С каждым остатком сахара свя- 
зано азотистое основание, которое обращено внутрь спиральной 
структуры. Азотистые основания могут быть четырех типов: аде- 
нин или гуанин (пуриновые основания), тимин или цитозин (пи- 
римидиновые основания). Обе цепи удерживаются вместе водо- 
родными связями между парами противолежащих оснований, ©т- 
ходящих от каждой цепи. Молекулу ДНК можно сравнить 
с винтовой лестницей, в которой ступеньками служат пары осно- 
ваний. Спаривание оснований подчиняется некоторым ограниче- 
ниям; в каждой паре одно основание обязательно должно быть 
пуриновым, а второе — пиримидиновым, И из всех возможных 
комбинаций реализуются только две: аденин-—тимин и гуанин— 
цитозин. Данная пара может быть образована любым из двух 
способов. Например, тимин может находиться в любой цепи, но 
В противоположной цепи его партнером обязательно должен быть 
аденин. 

Ген можно рассматривать как фрагмент молекулы ДНК, со- 
держащий несколько сотен или тысяч пар оснований. В то время 
как сахаро-фосфатные остовы. двух цепей, ` образующих двойную 
спираль, абсолютно одинаковы, пары оснований теоретически мо- 
гут встречаться в любой последовательности. Поэтому возможны 
самые разнообразные варианты последовательности оснований, 

и каждый ген имеет свою собственную уникальную структуру, 
определяющую его функциональную специфичность. В последова- 
тельности пар основании гена содержится в закодированной 
форме вполне определенная генетическая информация. 
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Поскольку от природы одного основания зависит, каким будет 
второе основание, две полинуклеотидные цепи, образующие моле- 
кулу, хотя и различны, но строго комплементарны. Последова- 
тельность оснований одной цепи определяет последовательность 
оснований другой. Репликация может осуществляться путем рас- 
кручивания молекулы и расхождения цепей с последующим обра- 
зованием на каждой из них соответствующей комплементарной 
цепи за счет клеточного фонда нуклеотидов. Таким образом, каж- 
дая цепь служит матрицей для синтеза другой цепи, так что из 
одной молекулы образуются две точные ее копии, имеющие абсо- 
лютно такую же последовательность оснований, что и оригинал. 

Генную мутацию можно представить себе как следствие собы- 
тия, проявляющегося в изменении последовательности пар осно- 
ваний в данном гене. Многие мутации, возможно большинство, 
состоят, вероятно, в замене всего-навсего одного основания. Од- 
нако некоторые мутации представляют собой более серьезные из- 
менения структуры: удвоение или выпадение (делеция) целого 
участка последовательности и др. Однажды возникнув, ген с из- 
мененной структурой будет затем воспроизводиться при после- 
дующих клеточных делениях в процессе обычной реплика- 
ции ДНК. 

В организме синтезируется множество различных ферментов 
и других белков. Каждый из них имеет свои отличительные свой- 
ства и функции, а все вместе они определяют и регулируют слож- 
ные процессы обмена и развития, которые характеризуют вид 
в целом, а также отдельный индивидуум. Молекулы белков со- 
стоят из одной или нескольких длинных полипептидных цепей, 
построенных из аминокислотных остатков; эти остатки связаны 
друг с другом пептидными связями, образуя специфическую ли- 
нейную последовательность. Обычно в состав белков входит 
20 различных аминокислот. Типичная полинептидная цепь состоит 
из 100...500 аминокислотных остатков; следовательно, как и в слу- 
чае ДНК, возможно огромное число различных полипептидов. 
Трехмерная конформация и, следовательно, характерные своиства 
и функциональная активность любого белка в конечном счете 
строго зависят от последовательности аминокислот в его полипеп- 
тидных цепях. 

Крайне важная, основополагающая идея о связи структуры 
ДНК со структурой белка состоит в том, что последовательность 
пар оснований в данном гене определяет последовательность ами- 
нокислот в соответствующей полипептидной цепи. Таким образом 
структура, а следовательно и свойства всех ферментов и вообще 
всех белков, синтезируемых данным организмом, определяются 
последовательностью пар оснований в его генах. 

Генетический код, устанавливающий связь между последова- 
тельностями пар оснований и последовательностями аминокислот, 
был выяснен в основном в опытах на микроорганизмах. Однако 
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несомненно, что в своей основе он остается тем же сам 


и у высших организмов, в том числе у человека. Каждой амино- 


кислоте соответствует определенная последовательность трех ос. 
нований — триплет. Триплеты оснований располагаются в линей. 
ной последовательности и не перекрываются. Иными словами, за 


триплетом, определяющим одну аминокислоту, непосредственно 


расположен триплет, определяющий следующую аминокислоту, 
и т. д. Таким образом, обе последовательности — нуклеотидная 
и аминокислотная — коллинеарны. Из четырех азотистых основа- 
ний, составляющих ДНК, возможно всего 64 различных триплета; 
из них 61 триплет определяет каждый одну из двадцати амино- 
кислот, так что одна аминокислота может кодироваться двумя 
или более различными триплетами (фиг. 5), а 3 так называемых 
«нонсенс-триплета» (бессмысленных триплета) вообще не коди- 


руют аминокислот, обозначая точку терминации полипептидной 
цепи. 


Перевод последовательности оснований гена в соответствую- 
щую последовательность аминокислот полипептидной цепи (тран- 
сляция) — процесс сложный; в качестве своего рода посредников 
в нем участвует несколько разновидностей рибонуклеиновых кис- 
лот (РНК). Первая стадия трансляции — разделение двух поли- 
нуклеотидных цепей ДНК, так что одна из них может служить 
матрицей для синтеза комплементарной цепи РНК из имеющего- 
ся фонда рибонуклеотидов. При этом правила образования пар 
оснований остаются теми же, что и при репликации ДНК; однако 
поскольку в РНК вместо тимина входит урацил, то он и образует 
пару с аденином. Синтезированная цепь РНК несет ту же генети- 
ческую информацию, что и исходная цепь ДНК, но закодирован- 
ную в комплементарной последовательности оснований РНК. Эта 
РНК, называемая информационной, или матричной РНК (сокра- 
щенно мРНК), затем отделяется от ДНК и переходит из клеточ- 
ного ядра в цитоплазму, к рибосомам, на которых происходит 
синтез белка. Прикрепленные к рибосомам цепи мРНК служат 
матрицами для синтеза полипептидных цепей. Аминокислоты под- 
ходят к МРНК, связанные с молекулами другой разновидности 
РНК, называемой транспортной РНК (тРНК). Молекулы ТРНК 
сравнительно невелики (они состоят примерно из 80 нуклеотидов). 
Существует целый набор тРНК, специфичных каждая в отно- 
шении определенной аминокислоты. Аминокислоты присоединяют- 
ся к концу своей молекулы тРНК, которая содержит в своей ну- 
клеотидной последовательности специфический триплет основа- 
ний, Комплементарный триплету мРНК, кодирующему данную 
аминокислоту. Таким образом, аминокислота, связанная с тРНК, 
может включаться в синтезируемую полипептидную цепь, опреде- 
ляемую данной мРНК, в нужном месте. 

Синтез полипептидной цепи происходит последовательно. Ами- 
нокислотные остатки включаются по одному, друг за другом, на- 
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чиная с конца, содержащего свободную аминогрунппу (М№-конец) 
Главная особенность синтеза полипептида состоит в том, что 
включение каждои аминокислоты определяется триплетами осно 
ваний в трех типах молекул: ДНК, мРНК и ТРНК. Поскольку 
триплет мРНК комплементарен триплету ДНК, а также триплету 
тРНК, то хотя основания триплетов и различаются, тем не менее 
включается одна аминокислота. 

Таким образом, наследственную информацию, закодированную 
в генах, можно рассматривать как программу, определяющую 
структуру всех ферментов и других белков, синтезирующихся 
в организме. Однако гены не только определяют структуру бел- 
ков, но и регулируют их синтез. Природа взаимоотношений моле- 
кул в этих регуляторных процессах все еще недостаточно полно 
изучена, и пока не существует удовлетворительной общей теории 
регуляции синтеза белка, по крайней мере для многоклеточных 
организмов (гл. ГУ). Тем не менее можно сказать, что набор фер- 
ментов и других белков у каждого индивидуума должен быть, 
в самом прямом смысле слова, отражением его генетической кон- 
ституции. Более того, можно считать, что и наследственные инди- 
видуальные различия, будь то вариация (в пределах нормы) фи- 
зического и умственного развития и физиологических характери- 
стик или же отклонения в виде тех или иных аномалий, по-види- 
мому, определяются различиями в синтезе ферментов или белков. 








П. ВАРИАНТЫ ГЕМОГЛОБИНА 


Впервые непосредственное указание на то, что мутация гена 
приводит к синтезу измененного белка, было получено при иссле- 
довании гемоглобина у больных с серповидноклеточной анемией. 

Уже давно было известно, что эритроциты у некоторых людеи 
обладают необычной способностью: их форма может обратимо 
изменяться при изменении парциального давления кислорода 
[218, 244]. Когда кровь насыщена кислородом, такие эритроциты 
неотличимы от нормальных —они имеют вид двояковогнутых 
дисков. Когда же парциальное давление кислорода понижено, они 
становятся удлиненными и принимают форму серпа. У большин- 
ства людей с так называемой серповидноклеточностью не наблю- 
дается никаких патологических симптомов. Однако У некоторых 
серповидноклеточность связана с характерной тяжелой формой 
анемии —так называемой серповидноклеточной анемией, которая 
для детей и подростков, как правило, смертельна. Серповиднокле- 
точность широко распространена в Центральной Африке, где во 
многих районах частота этого признака достигает 20% и более, 
причем есть основания предполагать, что в этих районах много 
детей (1... 24$) погибают от серповидноклеточной анемии. Серпо- 
видноклеточность нередко обнаруживается также у негритянского 
населения в других частях света, в частности в США. Однако 



























































клещ 


и 





в других популяциях этот признак встречается очень редко или 
вовсе отсутствует. 

Серповидноклеточность является наследственным признаком, 
В 1949 году Нил [464] и Бит [38]| независимо друг от друга по- 
казали, что носители признака серповидноклеточности и больные 
серповидноклеточной анемией — это, по всей вероятности, соот. 
ветственно гетерозиготы и гомозиготы по определенному аномаль- 
ному гену, локализованному в одной из аутосом; иначе говоря, 
индивидуумы, получившие аномальный ген от одного из родите- 
лей и его нормальный аллель — от другого, будут носителями 
признака серповидноклеточности, а у тех, кто получил аномаль- 
ные гены от обоих родителей, развивается серповидноклеточная 
анемия. Согласно этой гипотезе, можно ожидать, что при браках 
между непораженными индивидуумами и носителями признака 
серповидноклеточности в среднем 50% детей должны быть непо- 
раженными, а другие 50% — носителями признака серповидно- 
клеточности. От браков между носителями признака серповидно- 
клеточности должны рождаться непораженные дети, дети—носите- 
ли признака серповидноклеточности и дети с серповидноклеточной 
анемией, причем в среднем, согласно закону Менделя, их со- 
отношение должно составлять 1:2:1. Оказалось, что данные, по- 
лученные при обследованиях семей [465], находятся в хорошем 
соответствии с этими предсказаниями. Последующие исследова- 
ния полностью подтвердили гипотезу Нила и Бита. 

Примерно в это же время Полинг с сотр. [487] обнаружили, 
что при серповидноклеточной анемии гемоглобин качественно от- 
личается от гемоглобина нормальных эритроцитов. Они показали, 
что эти два белка различаются по своим физическим свойствам, 
а следовательно, вероятно, и по структуре, поскольку их удается 
разделить с помощью электрофореза. Кроме того, оказалось, что 
в эритроцитах людей — носителей признака серповидноклеточно- 
сти содержится как нормальный гемоглобин (НЬА), так и ано- 
мальный гемоглобин, характерный для серповидноклеточности 
(НЬ$). Таким образом, существует, по-видимому, прямое соот- 
ветствие между генетической конституцией человека и синтезирую- 
щимися в его организме гемоглобинами. Индивидуумы, гомози- 
готные по гену серповидноклеточности, содержат только НЬЗ; ин- 
дивидуумы, гомозиготные по нормальному аллелю,— только НЬА, 
а у гетерозиготных индивидуумов, унаследовавших ген серповид- 
ноклеточности от одного из родителей и его нормальный аллель 
от другого, имеется гемоглобин обоих типов. 

Вскоре был обнаружен другой аномальный гемоглобин, на- 
званный НЬС [299]. Обследования семей показали, что этот гемо- 
глобин, как и НЬ$, определяется одним геном. У индивидуумов, 
гетерозиготных по этому гену, у которых второй аллель нормаль- 
ный, в эритроцитах содержится как НЬА, так и НЬС. Они совер- 

шенно здоровы, но у них обнаруживается гемоглобин С. У инди; 
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Ф иг. 1. Электрофореграмма гемоглобинов нормального взрослого человека 
(А), носителя гена гемоглобина С (АС), носителя генов серповидноклеточности 
и гемоглобина С ($0), носителя серповидноклеточности (А5). 
Электрофорез в крахмальном геле, РН 8,6. 


видуумов, гомозиготных но этому гену, образуется только НЬС 
и не образуется НБА. У них выявляется умеренная или слабо вы- 
раженная анемия. Это заболевание протекает клинически значи- 
тельно легче, чем серповидноклеточная анемия. Существует еще 
одна форма анемии, которая по тяжести клинического течения 
занимает промежуточное положение. Речь идет о тех случаях, 
когда серповидноклеточность сочетается с присутствием аномаль- 
ного гемоглобина С. Обследования семей показали, что такие 
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пому аллелю, подтвердили это представление. Среди их потомков. 

были носители гена гемоглобина С(АС) и носители гена серпо- 

видноклеточности (45) и не встречались носители генов серпо- 

видноклеточности и гемоглобина С(С$) или лица с нормальным 

гемоглобином (АА). Как мы увидим в дальнейшем, заключение в 
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ся, кроме того, еще и совершенно другими фактами. По 
Обнаружение этих аномалий стимулировало поиски других ва- ы р 
риантов гемоглобина, и в последующие годы было исследовано. № | 
много различных форм анемий. Проводилось, кроме того, широ- РАЗИН 10 СВОИ 
кое электрофоретическое исследование гемоглобинов в случайных АНЯ ТОН 
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‚ липептидных цепей двух различных типов (а- и В-цепи), каждый 
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11. СТРУКТУРА ВАРИАНТОВ ГЕМОГЛОБИНА 


После того как были обнаружены различные генетически опре- 
деляемые варианты гемоглобина, возникла проблема выяснения 
точных отличий их молекулярной структуры от структуры нормаль- 
ного гемоглобина. 

Белки состоят из одной или более полипептидных цепей, кото- 
рые в свою очередь построены из аминокислот, соединенных друг 
с другом в определенной последовательности с помощью пептид- 
ных связей. Когда в белковую молекулу входит более одной по- 
липептидной цепи, они могут быть идентичными или же могут 
различаться по своим аминокислотным последовательностям. Что 
касается гемоглобина А, то его молекула состоит из четырех по- 


из которых характеризуется определенной аминокислотной после- 
довательностью. Итак, можно сказать, что молекула гемоглобина 
А имеет структуру а2В2. а-Цепь содержит 141, а В-цепь — 146 ами- 
нокислотных остатков; удалось установить и точную последова- 
тельность в обеих цепях [83] (фиг. 17). 

Каждая полипептидная цепь спирализована и уложена опре- 
деленным образом, так что целая молекула имеет сложную трех- 
мерную организацию. Принято считать, что пространственная кон- 
фигурация, принимаемая полипептидной цепью, и соответственно 
общая трехмерная организация белковой молекулы определяется 
аминокислотной последовательностью (так называемой первич- 
ной структурой) полипептидных цепей. Перутц с сотр. [496], ис- 
пользуя метод рентгеноструктурного анализа, детально исследо- 
вал способ спирализации, укладки и подгонки друг к другу че- 
тырех полипептидных цепей гемоглобина в единой глобулярной 
белковой молекуле. 

К молекулам многих белков присоединены дополнительно не- 
большие группировки, не содержащие в своем составе аминокис- 
лот. Это так называемые простетические группы, которые играют 
важную роль в функционировании белковой молекулы как цело- 
го. Простетической группой гемоглобина служит гем. Это коль- 
цевая порфириновая структура с атомом железа в центре. Моле- 
кула гемоглобина содержит четыре гемогруппы. Каждая из них 
присоединяется к «своей» полипептидной цепи за счет связи меж- 
ду атомом железа и определенным остатком гистидина полипеп- 
тидной цепи. На трехмерной модели гемоглобина гемогруппы 
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Электрофорез (рН 6,4) 





Фиг. 2. Пептидная карта гемоглобина $ [373]. 


Пептиды, полученные ферментативным гидролизом гемоглобина, разделяли на бумаге снача» 

ла с помощью электрофореза (в горизонтальном направлении), а затем хроматографически 

(в вертикальном направлении). Пятна пептидов проявляли нингидрином. Звездочкой обозна- 

чено место нанесения смеси пептидов на лист бумаги (старт); / — пептид, присутствующий 

в НЬА, но отсутствующий в НЬ$; 2 — и СУСтРУЮщЩиЙ в НЬ$, но отсутствующий 
вн 


лежат как бы в четырех отдельных карманах, образованных склад- 
у ками полипептидных цепей. Кислород присоединяется к атому же- 
‚ леза гемогруппы, что сопровождается небольшим изменением 
трехмерной конфигурации всей молекулы. 

Отличие НЬ$ от НЬА по электрофоретической подвижности 
свидетельствует о том, что они различаются и по своей структу- 
ре. Было обнаружено, что различия определяются не гемом, а соб- 
В ственно белковой частью молекулы. Природу этих различий ус- 
| тановил Ингрэм [289, 290]; он обнаружил, что в одном и том 
| же месте В-цепи в НЬА присутствует остаток глутаминовой кис- 
| лоты, а в НЬЪ$— остаток валина. 

Ы Метод, использованный первоначально для обнаружения раз- 
Н личий в структуре этих гемоглобинов, получил название метода 
ий «отпечатков пальцев»; в настоящее время он широко использу- 
| ется для изучения первичной структуры белков и их генетически 
детерминированных вариантов. Сначала белок обрабатывают спе- 
цифическим протеолитическим ферментом, чаще всего трипсином 
или химотрипсином, так что полипептидные цепи расщепляются 
с образованием смеси различных мелких пептидов. Эту смесь за- 
тем подвергают двумерному разделению на бумаге — сначала с по- 
мощью электрофореза, а затем хроматографически. При этом по- 
лучают так называемые пептидные карты — для каждого белка 
своя характерная карта. Ингрэм обрабатывал гемоглобин трип- 
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Фиг. 3. Последовательности аминокислот в пептиде, присутствующем в трип- 
тическом гидролизате НЪА, но нев НЬ$, ив пептиде, присутствующем в трип- 
тическом гидролизате НЬ$, но не в НЬА. 


Это последовательности первых восьми аминокислот в В-полипептидных цепях НЬА и НЬ$. 
Они различаются только в положении 6. Стрелкой указано место расщепления пептидной 
связи трипсином. 
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сином, который расщепляет пептидные связи, образованные при 
участии карбоксильной группы лизина или аргинина, и получил 
сложную пептидную карту (фиг. 2). Пятна на пептидной карте 
гемоглобина А были идентичны пятнам на пептидной карте НЬ$, 
за одним-единственным исключением. Оказалось, что в НЬА при- 
сутствует один пептид, которого нет в НБ$, и наоборот, в НЬ$ 
имеется пептид, который отсутствует в НЬА. Оба пептида были 
выделены, и были определены их аминокислотные последователь- 
ности. Выяснилось, что в каждом из них содержится по 8 амино- 
кислотных остатков, причем последовательность этих остатков в 
обоих пептидах идентична, за исключением того, что в пептиде из 
НЬА шестое положение от М-конца занимал остаток глутамино- 
вой кислоты, а в пептиде из НЬ$ в этом же положении стоял ос- 
таток валина (фиг. 3). Впоследствии было точно доказано, что 
все остальные пептиды, получаемые при гидролизе этих двух ге- 
моглобинов, абсолютно одинаковы и что пептиды, по которым 








С НЬА и НЬ$ отличаются друг от друга, находятся в В-цепи на ее 
г №-конце. Таким образом, НЬА и НЬЗ различаются только по од- 
И ному аминокислотному остатку, присутствующему в В-цепи в шес- 
И том положении от ее М-конца. Последовательность остальной ча- 
т сти В-цепей в этих гемоглобинах и последовательность их а цепей 


идентична. Аминокислотные остатки полипептидной цепи принято 
нумеровать с М-конца. Тогда если структуру НЪА записать в виде 
формулы а2В», то для структуры НЬБ$ можно записать формулу 
а>В26Гяу—> Вал, 


Гемоглобин $ был первым генетически определяемым вариантом 


в, белка, для которого удалось точно установить структуру. Получен- 
ей ный результат оказался поразительно простым. Можно предполо- 
и жить, что элементарное различие на уровне гена, такое, например, 
И как различие между геном серповидноклеточности и его нормаль- 
и ным аллелем, есть результат единственного мутационного собы- 


и тия, затрагивающего наименьшую единицу наследственной измен- 














р чивости. Такое событие, происходящее на генном уровне, должно 
у привести к минимальному изменению первичной структуры спе- 
Ти цифического белка, а именно к замещению лишь какого-то одного 
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аминокислотного остатка на другой. Впоследствии было показано, 
что это общее правило. Леман и Каррелл [372]| приводят свыше 
80 вариантов гемоглобина, которые, как теперь известно, отлича- 
ются от нормального гемоглобина по одному-единственному ами- 
нокислотному остатку в том или ином положении в а- или В-цепях 
(фиг. 4 и 5). То же самое оказалось справедливым и для других 
вариантных белков в тех случаях, когда имеет место мутация од- 
ного гена (как у человека, так и у других организмов). 


1У. ЕДИНИЧНЫЕ ЗАМЕЩЕНИЯ АМИНОКИСЛОТ 
И ГЕНЕТИЧЕСКИЙ КОД 


На фиг. 6 приведены 64 триплета оснований мРНК, соответст- 
вующих 64 комплементарным триплетам ДНК, вместе с амино- 
кислотами, которые они определяют при синтезе полипептидов. 
Это и есть генетический код. Вероятно, он в основном одинаков 
для всех организмов. Многие аминокислоты определяются двумя 
различными триплетами, а некоторые даже четырьмя или шестью. 
Имеется также 3 так называемых «нонсенс-триплета». Считают, 
что эти триплеты в полинуклеотидной цепи определяют термина- 
цию синтеза полипептидов. 

Важно сопоставить единичные замещения аминокислот в раз- 
личных вариантах гемоглобина с соответствующими изменения- 
ми кодонов. При мутации НЬА->НЬС, например, остаток глута- 
миновой кислоты в положении 6 В-цепи замещается на остаток 
лизина. Глутаминовую кислоту кодируют триплеты ГАА или ГАГ, 
а лизин—ААА или ААГ. Таким образом, эта мутация предпола- 
гает изменение всего одного основания в. триплете (т. е. ГАА” 
—>ААА или ГАГ—-ААГ). Так же обстоит дело со всеми другими 
единичными замещениями аминокислот, обнаруженными в ано- 
мальных гемоглобинах. Оказывается, что в каждом случае для 
появления таких мутаций необходима замена только одного осно- 
вания в определенном триплете. Это справедливо также для еди- 
ничных замещений аминокислот в других белках человека и других 
организмов. Все эти факты, собранные воедино, подтвержда- 
ют, что большинство генных мутаций состоит в замене одного ос- 
нования в нуклеотидной последовательности данного гена. 

Нормальную В-полипептидную цепь гемоглобина человека, со- 
стоящую из 146 аминокислотных остатков, кодирует специальный 
ген, состоящий из 438 оснований (146.3). Мутация нормального 
гена в ген, определяющий НБС, приводит к замене аминокислоты 
в положении 6 полипептидной последовательности. Поэтому мож- 
но предположить, что эта мутация происходит в 6-м триплете со- 
ответствующего участка ДНК, затрагивая 16-е основание нуклео- 
тидной последовательности. Аналогичным образом мы можем за- 
ключить, что мутация, приводящая к превращению нормального 
гена в ген серповидноклеточности, затрагивает соседнее, 17-е ос- 
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Ф иг. 6. Генетический код. 


Подробный список литературы по вопросу о расшифровке кода см. в Со!4 $ргша НагЬог Зушр. 
Оцап{. В10|. 31 (1966) и в работах [115, 695, 700]. 


Основания: У — урацил; Ц — цитозин; А — аденин; Г— гуанин. Аминокислоты: — Ала — 
аланин; Арг — аргинин; Асн — аспарагин: Асп — аспарагиновая кислота; Цис — цистеин; 
Глн — глутамин; Глу — глутаминовая ‘кислота; Гли — глицин; Гис — гистидин; Иле — 
изолейцин; Лей — лейцин; Лиз — лизин; Мет — метионин; Фен — фенилаланин; Про — 


пролин; Сер —серин; Тре—треонин; Три — триптофан; Тир — тирозин; Вал — валин; Терм— 
нонсенс-триплет (терминация цепи). 


нование того же триплета (ГАА —* ГУА или ГАГ—+ ГУГ). Столь 
же точные заключения можно сделать для других вариантов ге- 
моглобина, если известно, какая именно аминокислота изменена. 

На диаграмме генетического кода удобно выделять различные 
единичные замещения аминокислот в мутантных формах данного 
белка стрелками [115]|, как это показано на фиг. 7 для вариантов 
гемоглобина. Если замещение аминокислоты есть результат изме- 
нения основания в первом положении триплета, то стрелка, отме- 
чающая изменение, направлена вертикально и ее начало и конец 
в разных квадратах расположены одинаково. Если изменяется 
второе основание, то стрелка направлена горизонтально. При из- 
менении третьего основания стрелка вертикальна, но начинается 
и кончается в одном и том же квадрате. Стрелка, расположенная 
по диагонали, означала бы, что изменены по крайней мере два ос- 
нования. Этого можно было бы ожидать в значительном числе 
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Фиг. 7. Схема, иллюстрирующая единичные замещения аминокислот в @- 
или В-цепях 79 различных вариантов гемоглобина [115]. 


Код приведен на фиг. 6. Каждая стрелка здесь соответствует замещению одной аминокисло- 
ты, а цифра у стрелки означает число различных вариантов гемоглобина с таким замещением. 
Заштрихованные участки соответствуют заряженным аминокислотам, т. е. основным ами- 
нокислотам — лизину и аргинину, или кислым аминокислотам — аспарагиновой и глута- 
миновой кислотам. Представленные здесь варианты гемоглобина приведены в работе [372]. 


случаев, если бы изменения аминокислот были совершенно про- 
извольны и случайны. 

Легко заметить, что большинство стрелок располагается на 
фиг. 7 в определенных участках. Это объясняется тем, что для 
обнаружения вариантов гемоглобина использовался один опреде- 
ленный метод. Они были выявлены по электрофоретическим отли- 
чиям от нормального гемоглобина А; следовательно, замещение 
аминокислоты, вероятно, сопровождалось изменением заряда. 
Участки диаграммы, соответствующие заряженным аминокисло- 
там, заштрихованы; остальные участки соответствуют неийтраль- 
ным аминокислотам. Большинство стрелок начинается или конча- 
ется в заштрихованных участках. Широкое применение электро- 
фореза для обнаружения вариантов гемоглобина объясняется 
главным образом техническими преимуществами этого метода. 
Можно предположить, что существуют многочисленные варианты 
гемоглобина, у которых заряд не изменен и которые по этой при- 
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диаграммы, приведенной на фиг. 7. Несомненно, эти «скрытые» 
мутации будут обнаружены с развитием других методов поиска 
вариантов. Е 

Не все мутации, вызванные изменением одного основания в ге- 
не, определяющем данную полипептидную цепь, будут приводить 
к появлению измененного или вариантного белка. Это объясняет- 
ся тем, что генетический код является вырожденным и большин- 
ство аминокислот кодируется двумя различными нуклеотидными 
триплетами, а некоторые аминокислоты — четырьмя или шестью. 
Следовательно, возможны многочисленные замены одного осно- 
вания, в результате которых появляется новый триплет, кодирую- 
щий ту же аминокислоту, что и исходный. В этом случае первич- 
ная структура белка останется неизменной. Однако может слу- 
читься (06 этом речь пойдет ниже), что такая мутация случайно 
вызовет изменение скорости синтеза белка. 

Нужно отметить, что существует другой класс мутаций, совер- 
шенно по-иному сказывающихся на структуре белка. При таких 
мутациях замена основания приводит к тому, что триплет, коди- 
рующий ту или иную аминокислоту, превращается в кодон-терми- 
натор. В результате будут синтезироваться укороченные полинеп- 
тиды, утратившие последовательность аминокислот, начиная от 
точки мутации и кончая С-концом нормального полинептида. 
В большинстве случаев такой укороченный полипептид не будет 
иметь стабильной трехмерной структуры и, как правило, будет 
сильно отличаться по своим свойствам от соответствующего нор- 
мального белка. Такие мутации были в особых условиях обнару- 
жены у некоторых микроорганизмов. Однако у человека их, види- 
мо, очень трудно идентифицировать; в большинстве случаев они 
должны проявляться просто в недостатке какого-либо белка или 
фермента. 

Ясно, что в результате различных мутационных актов в гене, 
кодирующем данную полипептидную цепь, может возникать зна- 
чительное число единичных изменений оснований. Их влияние на 
структуру полипептида будет различным в зависимости от харак- 
тера изменений и от их локализации в гене. Общее представление 
об относительной частоте различных изменений можно получить, 
если рассмотреть последовательность из 438 оснований, кодирую- 
щих 146 аминокислот В-полипептидной цепи гемоглобина. Около 
25% всех возможных изменений одного основания вообще не по- 
влияют на аминокислотную последовательность; около 2... 3% вы- 
зовут укорочение полипептида за счет преждевременной термина- 
ции цепи и около 73% должны привести к замещению одной из 
аминокислот полипептида. Из мутаций, определяющих единичное 
аминокислотное замещение, вероятно, лишь около трети будут 
сопровождаться изменением заряда полипептидной цепи, благо- 
даря чему вариантный белок можно будет обнаружить с помощью 
электрофореза. 
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У. ЭФФЕКТЫ ЕДИНИЧНЫХ ЗАМЕЩЕНИЙ АМИНОКИСЛОТ 


Мы видели, что в белке любого типа в результате различных 
мутаций могут возникать разнообразные единичные замещения 
аминокислот. Некоторые мутации могут слабо сказываться или 
вовсе не сказываться на структурной целостности белковой моле- 
кулы или на других ее свойствах, так что влияние мутации на 
функцию белка будет незначительным; такую мутацию, вероятно, 
невозможно будет обнаружить. Однако в других случаях’ измене- 
ния белка могут быть настолько значительными, что приведут 
к вторичным патологическим сдвигам, которые могут проявляться 
клинически. 

Специфическое изменение свойств белка при замещении той 
или иной аминокислоты зависит от характера замещения. Напри- 
мер, может происходить замена гидрофобного остатка на гидро- 
фильный; замещение может сопровождаться изменениями иониза- 
ции, важно также изменение размеров боковых цепей, если оно 
значительно. Кроме того, большое значение имеет локализация 
замещения в той или иной точке трехмерной структуры белка. 

В случае гемоглобина вероятность того, что замещения в уча- 
стках, располагающихся на наружной поверхности молекулы, вы- 
зовут значительный эффект, в общем меньше, чем для замещений 
в любом другом месте. По-видимому, критическими в этом смысле 
являются участки контакта между полипептидными цепями в тет- 
рамерах, а также между полипептидными цепями и гемогруппами 
и другими внутренними участками, которые так или иначе могут 
быть важны для сохранения конформационной целостности моле- 
кулы [494]. 

Подобные изменения структуры белка, вероятно, служат био- 
химической основой многих наследственных заболеваний. Харак- 
терные симптомы заболевания определяются природой и функ- 
циями измененного белка и характером изменения его свойств. 
В конечном счете можно детально проследить, как изменение пер- 
вичной структуры белка ведет к функциональным изменениям 
молекулы и как эти функциональные изменения в свою очередь при- 
водят к патологии. Однако до сих пор четко вскрыть такую при- 
чинную последовательность удалось лишь в сравнительно немно- 
гих случаях. Общая суть проблемы становится ясной при 
знакомстве с поразительно разнообразными, часто совершенно 

несхожими друг с другом аномалиями, в основе которых лежат 
структурные изменения молекулы м Эти. аномалии 
служат моделью анализа наследственных заболеваний, который 
будет применяться все шире по мере расшифровки структуры дру- 
гих белков (в особенности ферментов) и их вариантов. 


1. Серповидноклеточная анемия 


Впервые разделить НЬ$ и НЬА удалось благодаря различиям 
в их электрофоретической подвижности. Вскоре, однако, было об- 
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Фиг. 8. Растворимость нормального гемоглобина и гемоглобина серповидных 
клеток как функция ионной силы раствора [495]. 





обин сер- 
повидных клеток; белые квадраты — нормальный черные 


квадраты — нормальный гемоглобин (окисленный); черно-белые квадраты — нормальный 
метгемоглобин. 


наружено другое различие— совершенно иного рода. Оказалось 
[495], что гемоглобин серповидных эритроцитов в восстановлен- 
чем нормальный гемо- 
глобин, тогда как в окисленной форме оба гемоглобина не разли- 
чаются по растворимости (фиг. 8). Это наблюдение позволило 
НЬ$-содержащих эри- 
троцитов при низком напряжении кислорода. НЬ$, присутствую- 
щий в эритроцитах в высоких концентрациях, должен при восста- 


двоякопреломляющие тельца длиной 1... 15 мкм [240]. Эти тельца 
по Форме поразительно напоминают удлиненные серповидные 
клетки, в которые превращаются интактные эритроциты, содержа- 


щие НЬ$, при недостатке кислорода. 
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В гемоглобине серповидных клеток остаток глутаминовой кис. 
лоты в положении 6 В-полипептидной цепи замещен на остазиа 
валина, т. е. произошла замена полярного остатка на неполярный, 
Показано, что этот остаток находится на поверхности молекулы, 
Перутц и Леман [494] предположили, что в восстановленном ге- 
моглобине неполярный остаток валина в положении 6 может при. 
тягиваться к комплементарному участку соседней молекулы ге 
моглобина. Гемоглобин серповидных клеток содержит два остатка 
валина, замещающего глутаминовую кислоту, по одному в каж- 
дой из двух симметрично расположенных В-цепей; точно так же 
иместся два комплементарных участка. Поэтому в концентриро- 
ванных растворах НЬЗ отмечается тенденция к образованию 
длинных линейных агрегатов молекул, чем и объясняется низкая 
растворимость этого аномального гемоглобина. В восстановлен- 
ном гемоглобине $ с помощью электронного микроскопа были об- 
наружены длинные агрегаты такого типа [453, 609]. Для объясне- 
ния различий в растворимости окисленной и восстановленной 
форм гемоглобина серповидных клеток было выдвинуто предполо- 
жение [494], что упомянутые комплементарные участки на по- 
верхности молекулы, к которым притягиваются остатки валина, 
образуются при конформационных изменениях тетрамерной моле- 
кулы, происходящих, как известно, при восстановлении оксигемо- 
глобина. Природа этих комплементарных участков до сих пор не 
установлена, но они, по-видимому, имеются и в восстановленном 
НЬА и в восстановленном НЬ$. 

Когда внутриклеточная концентрация НЬ$ достаточно высока, 
как это имеет место у гомозигот по гену серповидноклеточности, 
эритроциты изменяют свою форму ш \1\0; это происходит преиму- 
щественно в венозной крови, для которой характерно низкое пар- 
циальное давление кислорода. В результате вязкость крови УВе- 
личивается и кровоток по мелким венам и в венозной части 
капилляров нарушается. Это приводит к дальнейшему восстановле- 
нию гемоглобина и появлению еще большего числа серповидных 
клеток; таким образом создается порочный круг, и в результате 
вредоносный эффект все более усиливается. Серповидные клетки 
могут также закупоривать мелкие кровеносные сосуды, образуя 
тромбы, что приводит к появлению многочисленных очагов дест- 
рукции тканей; это весьма характерно для данной болезни и ве- 
дет к появлению самых разнообразных симптомов. Кроме того, 
деформированные эритроциты значительно быстрее разрушаются. 
Итак, можно по крайней мере в общих чертах связать гемолити- 
ческую анемию и другие патологические проявления с изменением 
растворимости гемоглобина, вызванным специфическим замеще- 
нием одной аминокислоты. 

Интересно сравнить серповидноклеточную анемию с другим 
заболеванием — анемией, обусловленной присутствием гемоглоби- 
на С. Серповидноклеточная анемия — тяжелое заболевание, часто 
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приводящее к смерти в детском и юношеском возрасте. Анемия, 
обусловленная гемоглобином С, протекает сравнительно добро- 
качественно, и во многих случ 


Г аях больные живут нормальной ак- 
тивной жизнью. Оба заболевания являются следствием замеще- 
НИЯ ОДНОГО и ТОГО же аминокислотного остатка в молекуле нор- 


мального гемоглобина — глутаминовой кислоты в положении 6 
В-полипептидной цепи, которая в НЬ$ заменена на валин, а в 
НЬС — на лизин. Но если замещение глутаминовой кислоты на 
валин вызывает серповидноклеточность, которая служит причиной 
многих патологических нарушений, то при замещении ее на лизин 
такого изменения не происходит и до сих пор не вполне ясно, ка- 
ким образом замещение глутаминовой кислоты лизином вызывает 


даже ту легкую форму гемолитической болезни, которая в таких 
случаях имеет место. 


2:3 аследственные метгемоглобинемии 


Приведем еще один пример того, сколь важное значение в оп- 
ределении свойств белка имеет положение, по которому происхо- 
дит замещение аминокислоты. Речь в данном случае пойдет об ано- 
мальных гемоглобинах, обнаруживаемых при ряде патологических 
состояний, известных под названием наследственных метгемогло- 
бинемий. 

Метгемоглобин — окисленное производное гемоглобина, в ко- 
тором железо гемогруппы находится не в обычной закисной, 
а в окисной форме. Метгемоглобин неспособен обратимо связы- 
вать кислород и, следовательно, выполнять свои нормальные 
функции переносчика кислорода. У нормальных людей лишь очень 
небольшая часть (менее 0,54) всего гемоглобина, присутствую- 
щего в эритроцитах периферической крови, приходится на метге- 
моглобин. Хотя метгемоглобин постоянно образуется в результате 
окисления гемоглобина, в эритроцитах имеется активная восста- 
навливающая ферментная система, которая переводит железо ге- 
ма обратно в закисную форму. В результате устанавливается рав- 
новесие, описываемое следующим уравнением: 

НЬ(Ре}*) =—> НЬ(Ее*Еез*) —= НЬ(Рез*Рез*) —> НЫЕе?* Без *) — НЫЕ +). 


Гемоглобин Метгемоглобин 


Это равновесие в норме сильно сдвинуто влево. Однако извест- 
но значительное число весьма редких наследственных аномалий, 
при которых относительное содержание окисного железа в геме 
значительно увеличивается. Эти аномалии известны под названи- 
см наследственных метгемоглобинемий и характеризуются клини- 
чески цианозом, который возникает вследствие того, что значи- 
тельная часть гемоглобина эритроцитов неспособна связывать 
кислород. 

Некоторые случаи наследственной метгемоглобинемии обус- 
ловлены генетическим дефектом фермента метгемоглобинредукта- 
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зы (гл. 9, разд. И), который переводит железо гема в закисную ; 
форму. В других случаях метгемоглобинемия возникает вследет- А 
вие образования в организме аномального гемоглобина, у которого ы 
окисленная форма отличается необычно высокой стабильно. ИЯ 


стью и потому с гораздо большим трудом восстанавливается нор- 
мальной ферментной системой. Известно несколько таких вариан- 
тов гемоглобина, причем все они возникают в результате единич- 
ных замещений аминокислоты в непосредственной близости от 
гемогруппы. 

Каждая из четырех гемогрупп гемоглобина располагается в от- 
дельном кармане на поверхности молекулы; эти карманы образо- 
ваны складками соответствующих полипептидных цепей. Каждая 
гемогруппа соединена со своей полипептидной цепью координа- 
ционными связями между атомом железа и особым остатком ги- 
стидина (фиг. 9), расположенным в положении 87 а-цепи и в по- 
ложении 92 В-цепи. Атом железа связан также (через молекулу 
| кислорода в окисленном гемоглобине и через молекулу воды в 
и 
| 








восстановленном гемоглобине) с другим остатком гистидина, рас- 
положенным на противоположной стороне складки, образующей 
карман (в положении 58 а-цепи и в положении 63 В-цепи). 

В одном из вариантов гемоглобина, с присутствием которого 
связана метгемоглобинемия, а именно в НЬМ-Бостон, остаток ги- 
стидина в положении 58 а-цепи, т. е. очень близко к железу гема 
а-цепи, замещен на остаток тирозина (фиг. 9) [187]. Когда же- 
лезо гема в такой молекуле находится в закисной форме, очевид- 
но ничего необычного не происходит. Однако, когда оно окисля- 
ется, а это обязательно происходит рано или поздно, фенольная 
боковая цепь остатка тирозина связывает ион ЕеЗ+. Образуется 
| очень стабильный комплекс, который с трудом восстанавливается 
нормальной метгемоглобинредуктазной системой, присутствующей 
в эритроцитах. Таким образом, железо гемогрупп двух а-цепей 
остается в окисной форме и неспособно связывать и переносить 
кислород. Однако гемогруппы В-цепей при этом непосредственно 
не затрагиваются. 

В другом известном варианте гемоглобина, НЬ-Норфолк [6], 
остаток глицина в положении 57 о-цепи [26], т. е. в непосредст- 
венном соседстве с положением, по которому происходит замеще- 
ние в случае НЬМ-Бостон, замещен на остаток аспарагиновой 
кислоты. Однако НЬ-Норфолк не вызывает метгемоглобинемии. Ве- 
роятно, карбоксильная боковая цепь остатка аспарагиновой кис- 
лоты, хотя и расположена очень близко к гему, ориентирована 
так, что оказывается не в состоянии образовать стабильный ком- 
плекс с ионом Еез+. На этом примере видна высокая специфич- 
ность замещений, ведущих к нарушению тех или иных функций. 

Другие варианты гемоглобина, присутствие которых связано 
с метгемоглобинемиями, приведены в табл. | и на фиг. 9. В каж- 
дом из этих случаев замещение произошло таким образом, что 
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з зе!" Фиг 9. Аминокислотные замещения в различных гемоглобинах М [634]. 

Во всех случаях замещение происходит в положениях вблизи атома железа гемогруппы, так 

_@  созожа брабозываться отр поте ое али отрицательно зарижнной 60: 

и. едет о ни НИ цепью глутаминовой кислоты. 

Ре 

в ы 

о. ИО может образовываться стабильный, с трудом восстанавливаю- 

ций и. щийся комплекс с железом ближайшей гемогруппы, когда оно на- 
ой и ходится в окисной форме. В четырех из этих вариантов гемогло- 

| 08, бина один из остатков гистидина, связанных с гемогруппои, за- 

# к мещен на тирозин. 

я и Эти виды метгемоглобинемии очень редки и до сих пор гомо- 

е и зигот по соответствующему гену обнаружено не было. В таких 

оу случаях в эритроцитах присутствует как нормальный, так и ано- 
[9 ги мальный гемоглобин, а в аномальном гемоглобине только часть 
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Фиг. 10. Спектры поглощения метгемоглобина в гемолизатах (исследовались 
индивидуумы с различными типами гемоглобина М) [634]. 


иги 
По оси абсцисс отложена длина волны в нм (Ж10). Ги 


.. Тур 
гема, связанного или с а-, или с В-цепью, находится в окисной т 
форме, но и этого оказывается вполне достаточно для проявления В 
метгемоглобинемии с явным цианозом. Му 
т 
ТАБЛИЦА 1 а 
и 


Варианты гемоглобина, с которыми связаны метгемоглобинемии т 
Ч 


Замещение 


Источник 
Гемоглобин данных 


ЕЕ в 58 Гис —> Тир [187] 
Мивате 87 Гис > Тир [432] 


Мсаскатун дя: 63 Гие —> Тир [187] 
Мгайд-Парк — 92 Гие— Тир [576] 
Ммилу т — 67 Вал — Глу [187] 


= 


Показателем внутримолекулярных изменений в этих аномаль- 
ных метгемоглобинах служит характерное изменение их спектров 
поглощения [188]. Отмечается сдвиг максимума поглощения при 
632 нм в сторону более коротких длин волн (примерно до 600 нм). 
Величина этого сдвига варьирует у разных аномальных метгемо- 
глобинов (фиг. 10) и, по-видимому, зависит от характерного на- 
рушения трехмерной структуры, обусловленного тем или иным 
аминокислотным замещением. 
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3. Нестабильные гемоглобины 


В принципе возможны замещения аминокислот, в результате 
которых трехмерная структура белка изменяется таким образом 
что он становится значительно менее стабильным по сравнению 
с нормальным белком (это изменение трехмерной структуры мо- 
жет быть обусловлено химическими свойствами и размерами за- 
мещающих аминокислот, а также их локализацией в полипептидной 
цепи). Такие варианты гемоглобина должны были бы легче дена- 
турировать, чем нормальный гемоглобин, а время их полужизни 
ш \\о должно быть значительно короче. Такие гемоглобины 
и в самом деле были обнаружены. Они приведены в табл. 2. 


ТАБЛИЦА 2 
Некоторые «нестабильные» гемоглобины 




















Замещение 
Гемоглобин ‘сточник 
а-цепь В-цель НЕВЕ 
Турин 43 Фен ——> Вал — [40 
Бибба 136 Лей ——> Про — [342] 
Генуя — 28 Лей —> Про [544] 
Гаммерсмит — 42 Фен —> Сер [118] 
Цюрих — 63 Гис > Арг [452] 
Сидней — 67 Вал ——> Ала [95] 
Санта-Ана — 88 Лей ——> Про [477] 
Борас — 88 Лей —>Арг [257] 
Кельн — 98 Вал —> Мет [95] 








У лиц, гетерозиготных по гену, определяющему один. из таких 
«нестабильных» гемоглобинов, отмечается выраженная хрониче- 
ская гемолитическая анемия, которая не всегда наблюдается у ге- 
терозигот по генам, определяющим большинство других известных 
вариантов гемоглобина. У гетерозигот по генам нестабильного ге- 
моглобина синтезируется как нормальный НЬА, так и аномаль- 
ный, нестабильный гемоглобин, однако аномальный гемоглобин 
довольно быстро денатурирует и становится функционально не- 
активным. Для данной анемии характерно появление телец-вклю- 
чений (телец Гейнца) в эритроцитах, которые чаще встречаются 
в случаях спленэктомии. Тельца-включения, по-видимому, состоят 
из денатурированного гемоглобина; эритроциты с такими тельца- 


ми разрушаются, как правило, преждевременно. 
В вариантах темоглобина, перечисленных в табл. 2, аминокис- 


лотные замещения имеют место главным образом во внутренних 
участках трехмерной молекулы, В тех ее положениях, которые 
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обычно занимают неполярные аминокислоты. Замещающая ами- 
нокислота в большинстве случаев также является неполярной, но 
несколько отличается по размеру от исходной аминокислоты, Важ- 
но то, что замещения на полярные аминокислоты с ионизованны- 
ми боковыми цепями обнаруживаются очень редко. Все дело, оче- 
видно, в следующем. Для того чтобы нестабильный гемоглобин 
можно было обнаружить и охарактеризовать, нужно, чтобы сте- 
пень его нестабильности была не слишком большой. Как устано- 
вили Леман и Каррелл [372], замещение неполярной аминокисло- 
ты в одном из внутренних участков молекулы гемоглобина остат- 
ком с ионизованной боковой цепью привело бы к появлению почти 
или совершенно нежизнеспособной молекулы, и с помощью имею- 
щихся методов ее было бы невозможно обнаружить и охарактери- 
зовать. Поэтому можно предполагать, что хотя сами по себе ане- 
мии, связанные с известными нестабильными гемоглобинами, и яв- 
ляются тяжелыми, они, вероятно, представляют собой умеренную 
форму аномалий такого типа. 
Нарушения трехмерной структуры гемоглобина в результате 
тех или иных замещений аминокислот и то, каким образом эти на- 
рушения обусловливают нестабильность известных вариантов ге- 


моглобина, детально рассмотрено в работе Перутца и Лема- 
на [494]. 
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1, «ГИБРИДНЫЕ» БЕЛКИ У ГЕТЕРОЗИГОТ 


1. Гемоглобин 


При электрофоретическом исследовании гемолизатов носите- 
лей гена серповидноклеточности обнаруживаются два гемоглоби- 
на: НЬА (9282) и НЬЗ (о2В2)8Глу-—*Вал (удобнее записать его фор- 
мулу в виде о›ВЗ). Возможен еще один тип гемоглобина — >В В, 
однако он пока не обнаружен, хотя, как можно полагать, он обра- 
зуется у индивидуумов, у которых синтезируются одновременно 
В- и ВЗ-полипептидные цепи. Такая же точно любопытная ситуа- 
ция, которая в течение долгого времени казалась необъяснимой, 
наблюдается для гетерозигот по аллелям других вариантных ге- 
моглобинов. Например, у носителей гена, определяющего гемогло- 
бин С, обнаруживается НБА (082) и НЬС(928$), но не а>ВВС, 
а у носителей генов серповидноклеточности и гемоглобина С обна- 
руживается НЬ$ (928$) и НЬС(а2В$), но не о»ВЗВС. 

Однако показано [40, 215], что на самом деле гибридные мо- 
лекулы типа о>ВВ$ и типа о2ВЗВС почти всегда присутствуют в за- 
метных количествах в эритроцитах у гетерозигот. Однако обычно 
их не удается обнаружить из-за того, что для идентификации ин- 
дивидуальных компонентов в смесях гемоглобинов приходится их 
предварительно разделять с помощью таких методов, как электро- 
форез или хроматография на колонках, а молекулы гемоглобина 
легко диссоциируют на димеры. 

По-видимому, в растворе тетрамер гемоглобина >В» частично 
диссоциирует с образованием димеров ав, причем очень быстро 
устанавливается равновесие диссоциация — ассоциация (а2В>== 
=208В). Аналогично для НЬ$ имеем: 0›В3==2а8$. В растворе, со- 
держащем как а2В>, так и аВз, конечно, присутствуют димеры 
В и аВЗ, а также тетрамер о5ВВЗ. Два димера и три тетрамера 
находятся в равновесии (фиг. 11). При электрофорезе или хрома- 
тографии такой смеси это равновесие немедленно нарушается 
вследствие избирательного удаления а2В» и >В; на двух противо- 
положных полюсах. По мере того как из смеси выделяется наибо- 
лее быстро движущийся тетрамер, скажем а>В» происходит эф- 
фективное удаление димеров ав, что в свою очередь способствует 
дальнейшей диссоциации азВВ. 
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(НЬА)сьв, —® 20 
(Н5$).88 —> 24° 
ав + в —* а.ВВ° (гибрид) 


Фиг 11. Равновесия диссоциации и ассоциации Ётетрамеров и димеров 
гемоглобина в эритроцитах индивидуума, гетерозиготного по гену серпови- 
) дноклеточности. 












88° 

/ \ Любой метод 

Г ав разделения 

(например, 
| | | электрофорез или Ф иг. 12. Схема, показывающая, 
$ хроматография) как разделение гемоглобинов в ге- 
(НБА) о›В› — Ва (НБ) молизате индивидуума, гетерози- 
р. м готного по гену серповидноклеточ- 
} и х ности, приводит к исчезновению 

| Ф |=) гибридной формы аВВЗ [40]. 





Таким образом, в ходе процесса разделения количество о2ВВ® 
все сильнее уменьшается, и к тому моменту, когда достигается 
полное разделение тетрамеров >В» и @2В$, молекул а2ВВ? вовсе 
не остается (фиг. 12). Естественно, что при анализе гемолиза- 
тов носителей гена серповидноклеточности с помощью стан- 
дартных методов обнаруживаются только НЬА и НЬ$. Так же 
точно обстоит дело с гетерозиготами по другим аллелям гемо- 
глобина. 

Образование у гетерозигот «гибридных белков», т. е. белковых 
молекул, состоящих из различающихся по структуре полипептид- 
ных цепей, кодируемых двумя аллелями одного гена, по-видимо- 
му, явление обычное. В настоящее время обваружено значитель- 
ное число «гибридных» форм различных белков и ферментов. 
Явление это особенно интересно потому, что по самой своей при- 
роде такая «гибридная» молекула не может присутствовать у ин- 
дивидуумов, гомозиготных по любому аллелю. Таким образом, 
И «гибридный» белок — это особая молекулярная форма, присущая 
|} только гетерозиготному состоянию. Кроме того, поскольку гетеро- 

зиготы получают один аллель от одного родителя, а второй ал- 
лель— от другого, такая молекулярная форма может присутство- 
вать у индивидуумов, родители которых ее не имели. 

Именно вследствие того, что гемоглобин так легко диссоцииру- 
ет на димеры, дающие начало «гибридным» формам, оказывается 
невозможным обнаружить эти гибриды с помощью обычных мето- 
дов. Однако многие белки, состоящие из нескольких полипептид- 
ных цепей, не так легко диссоциируют на субъединицы, и в этом 
случае удается выделить возможные «гибридные» формы у гете- 
розигот. 
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з .._ : Старт 


Фиг. 13. Электрофореграмма пептидазы А трех типов (1, 2-1 и 2). 
Электрофорез и окрашивание проводили по [382]. 


2. Пептидаза А 


Примером может служить фермент пептидаза А [382], содер- 
жащийся в эритроцитах, а также во многих других тканях. Это 
дипептидаза, которая, как было показано, гидролизует самые раз- 
ные дипептиды; ее можно обнаружить с помощью специфического 
окрашивания после электрофореза. 

При электрофоретическом исследовании ферментов эритроци- 
тов большой группы людей было идентифицировано значительное 
число генетически контролируемых вариантов пептидазы А [381, 
382]. У большинства людей обнаруживается вариант, обозначае- 
мый Рер А]. Другие варианты встречаются очень редко, однако 
У негров встречаются с значительной частотой два варианта пеп- 
тидазы А —Рер А2-1 и Рер А2. Так, во многих районах Африки 
у 15... 20% населения присутствует Рер А2-1 и примерно у 1% — 
Рер А2. Данные обследования семей свидетельствуют о том, что 
эти три типа пептидазы — Рер А1, Рер А?-1 и Рер А2 — определя- 
ются двумя аутосомными генами (Рер А! и Рер А?). Пептидазы 
Рер А! и Рер А2 соответствуют гомозиготному состоянию, 


_а Рер А?-1 — гетерозиготному. 
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Пептидаза А1 Пептидаза А2-1 Пептидаза А2 






























а Фиг. 14. Схема, показывающая предполагаемый состав субъединиц в моле- 
кулах пептидазы А трех типов (1, 2-1 и 2). 


Как в случае Рер А1, так и в случае Рер А? большая часть 
ферментативной активности сосредоточена в единственной элек- 
трофоретической зоне, подвижность которой для этих ‘двух типов 
, пептидазы различна (фиг. 13). Однако у гетерозигот обнаружи- 
и ваются три главные зоны активности, причем одна из них занима- 
} ет строго промежуточное положение. Такая характерная картина 
Го электрофоретического разделения на три полосы наблюдается 
и также у гетерозигот по аллелям, определяющим вариантные фор- 
7 мы различных ферментов [572]. Легче всего предположить, что 
и у гомозигот ферментный белок состоит из двух идентичных поли- 
| пептидных субъединиц. Так, в случае пептидазы А можно считать, 
у что аллель Рер А! кодирует полипептид о/, а аллель Рер А? — по- 
й липептид а?. Поскольку различие между аллелями, по-видимому, 
определяется единичной мутацией, полипептиды аи 02, вероятно, 
отличаются друг от друга по одной аминокислоте. У гетерозигот, 
у которых присутствуют оба’ аллеля, должны образоваться оба 
типа полипептидов (ой и 02). При случайном объединении в диме- 
ры возможно одновременно три различных типа ферментного бел- 
ка (фиг. 14). Два из них, со структурой ола! и а?о?, соответствуют 
формам, обнаруживаемым у гомозигот. Третий должен представ- 
лять собой гибридный изофермент аа”, характерный для гетеро- 
зиготного состояния. 

Это представление подтверждается экспериментами по «гибри- 
дизации» ш УЙго. При электрофорезе смесей возникают только 
две зоны, соответствующие Рер А! и Рер А2. Однако если такую 
смесь обработать при определенных условиях мочевиной в при- 
сутствии меркаптоэтанола и затем подвергнуть диализу, то на 
электрофореграммах наблюдаются три полосы, аналогичные по- 





а /, Получаем УМ 
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1 3-1 4-1 5-1 6-1 7-1 
Пептидаза А 


Фиг. 15. Схема электрофоретического разделения редких типов пептидазы А 
{3-1, 4-1, 5-1, 6-1 и 7-1. 


Представлены главные электрофоретические о обнаруживаемые в гемолизатах 
[381—383]. 


лосам, получаемым для гетерозигот Рер А?-1 [383]. Такая обра- 
ботка вызывает диссоциацию ферментных белков на субъединицы 
(ми 02), которые затем рекомбинируют по закону случая с обра- 
зованием гибридной (айа?) и исходных (аа! и 92а?) форм. 
Другие вариантные типы пептидазы А (обозначаемые Рер АЗ-1, 
Рер 44-1, Рер АБ-1 и т. д., фиг. 15) очень редки. Обследование 
семей показало, что они определяются серией редких аллелей, 
причем в каждом случае фенотип соответствует гетерозиготному 
состоянию по одному из таких редких аллелей и по обычному ал- 
лелю Рер А! При электрофорезе этих пептидаз А образуются 
три полосы, причем один из компонентов всегда бывает идентич- 
ным единственному компоненту, характерному для Ффенотипа 
Рер А1. Весьма вероятно, что каждый из этих редких аллелей ко- 
дирует определенную, отличную от а^ полипептидную субъединицу 
(43, 4, об ит. д.), а промежуточная полоса в каждом случае со- 
ответствует гибриду этой субъединицы и субъединицы а, контро- 
Лируемой обычным аллелем Рер А!. Третья полоса, вероятно, со- 
ответствует единственной форме фермента, присутствующей у го- 
мозигот по данному редкому аллелю. Поскольку эти аллели очень 
редки, соответствующие гомозиготы должны быть еще более ред- 
кими; и действительно, до сих пор не удалось обнаружить ни од- 


ного такого гомозиготного индивидуума. 
У гетерозигот, у которых две полипептидные субъединицы объ- 


единяются в пары с образованием трех различных молекулярных 
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форм фермента, их относительные количества, обнаруживаемые 
при электрофорезе, часто сильно варьируют в разных случаях 
Это может объясняться разными скоростями синтеза или распада 
двух полипептидов или же тем, что вклад этих полипептидов 
в удельную активность фермента различен. Если, например, поли- 
пептидные субъединицы а и ау образуются в равных количествах, 
имеют равную активность и объединяются по закону случая, то 
три формы — а*ах, ахау и оо“ — должны присутствовать в соот- 
ношении 1:2:1, и распределение при электрофорезе должно быть 
симметричным, причем на долю наиболее медленного и наиболее 
быстрого компонентов (^а“ и ата!) будет приходиться по 25% 
общей активности, а на средний гибридный компонент—50% актив- 
ности. Однако если а” и ай различаются по своему вкладу в о0б- 
щую активность, то разделение будет асимметричным. Допустим, 
к примеру, что вклад а“ в общую активность в два раза превыша- 
ет вклад а*; тогда три формы будут присутствовать в соотношении 





4:4:1. Если вклад а^ в три раза больше, то соотношение будет Нова злектрофо 
9:6:1, и т. д. На фиг. 15 показаны относительные количества и 
трех компонентов у различных гетерозигот по гену пептидазы А. пы КОМПОВ 
В некоторых случаях распределение симметрично или почти сим- тн обеных 
метрично. В других же (например, Рер АЗ-[ и Рер А4-1) наблю- я 

дается выраженная асимметрия, причем в этих случаях вклад а'- “АЕ 3 


субъединицы явно значительно больше по сравнению с вариант- 


806; 
ными субъединицами (3 или 04). 


У 
{ 
3. Щелочная фосфатаза плаценты 

Такое же явление наблюдается для щелочной фосфатазы пла- 
центы. Этот фермент присутствует в плаценте в довольно больших 
количествах. От щелочной фосфатазы, присутствующей в других 
тканях — печени, костях, тонком кишечнике, почках, — он отлича- 
ется рядом свойств (иммунологически, по характеру ингибирова- 
ния, термолабильности и т. д.) и, по-видимому, специфичен для 
плаценты. Плацентарная щелочная фосфатаза отличается от ще- 
лочных фосфатаз других тканей также по своим электрофорети- 
ческим свойствам и, кроме того, существованием значительного 
числа генетически определяемых вариантов. 

Обследованные плаценты можно разделить на несколько типов 
в зависимости от электрофоретических свойств присутствующих 
в них изоферментов щелочной фосфатазы [69, 527, 529]. На 
фиг. 16 показаны различные типы электрофоретического распре- 
деления изоферментов щелочной фосфатазы, обнаруженные при 
исследовании нескольких тысяч плацент, проведенном в Англии. 
Шесть из них ($1, Ев; 1, $1Еь ЗИ и, РИ) встречаются довольно 
часто (примерно в 42%, 8%, 1%, 33%, 10% и 4% плацент соот- 
ветственно). Другие, так называемые «редкие» типы, ветрезаются 
не столь часто, но все вместе они обнаруживаются в 2% обсле- 
дованных случаев. р 
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Фиг. 16. Схема электрофоретического разделения плацентарной щелочной 
фосфатазы различных типов при РН 8,6 и 6,0. 

Показаны только главные компоненты. Подробности см. в работе [529]. Цифры внизу — ча- 
стота обычных типов фермента среди населения Англии. 

Для наилучшего разделения различных типов щелочной фос- 
фатазы плаценты необходимо проводить электрофорез хотя бы 
при двух разных значениях рН (обычно при РН 8,6 и РН 6,0). 
В электрофоретическом поведении шести обычных типов плацен- 
тарной щелочной фосфатазы, представленных на фиг. 16, имеются 
существенные различия. Если для типов 91, Ел и И характерно то, 
что большая часть ферментативной активности соответствует 
единственному компоненту при обоих значениях рН, то для типов 
$:Е, $1 и ЕЙ. наблюдается иная картина: здесь при любом из 
этих значений рН обнаруживаются три компонента. При этом два 
крайних компонента соответствуют двум из единичных компонен- 
тов, характерных для $1, Ез и Ш, тогда как средний компонент 
в каждом случае обладает строго промежуточной подвижностью. 
Все редкие типы дают при электрофорезе три полосы, причем 
один из крайних компонентов имеет обычно ту же подвижность, 
что и единственный компонент типов $1, Е! или [1; второй крайний 
компонент характерен для данного редкого типа; средний компо- 
нент опять-таки занимает строго промежуточное положение. 

Детальный генетический анализ [529] показал, что шесть 
обычных типов плацентарной щелочной фосфатазы определяются 
тремя обычными аллелями [527, 529]. Типы $1, Е: и | соответст- 
вуют трем гомозиготным генотипам, а типы $1Ри, 51 и В те- 
терозиготным. Различные редкие типы, очевидно, определяются 
редкими аллелями в гетерозиготных комбинациях с тем или иным 
из трех обычных аллелей. Очень редкий тип (например, Е>Ез, 
фиг. 16) может определяться гетерозиготной комбинацией двух 
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различных редких аллелей или одним из таких редких аллелей 
в гомозиготном состоянии. 


Эти и другие исследования по плацентарной щелочной фосфа- 
тазе дают основание предполагать, что этот ферментный белок 
представляет собой димер, состоящий из двух полипептидных 
субъединиц, и что возможно множество различных субъединиц, 
каждая из которых кодируется своим аллелем гена плацентарной 
щелочной фосфатазы. У гомозигот синтезируются полипептидные 
субъединицы одного вида и, следовательно, образуются одинако- 
вые димеры. У гетерозигот синтезируются полипептиды двух вн- 
дов и соответственно образуется три типа димеров. Два из них 
характерны для соответствующих гомозигот, тогда как димеры 
третьего типа представляют собой «гибридные» ферменты, постро- 
енные из полипептидов обоих видов и обладающие промежуточ- 
ными электрофоретическими свойствами. 

Интересно сравнить относительную активность трех компонен- 
тов в случае обычных гетерозиготных типов: Е1$1, $1 и Е!!. Для 
Е1!5: распределение активности симметрично, активность среднего 
компонента составляет сумму активностей крайних компонентов, 
которые приблизительно равны. Для $11 и ЕЙ распределение ак- 
тивностей асимметрично. Средний компонент имеет ту же актив- 
ность, что и один из крайних компонентов, тогда как активность 
второго крайнего компонента значительно ниже. В обоих случаях 
активность компонента с подвижностью, характерной для типа [и, 
оказывается более низкой. Следовательно, полипептидная субъ- 
единица о/, определяемая аллелем /1, вносит меньший вклад в ак- 
тивность фермента у гетерозигот, чем полипептидные субъедини- 
цы а и ар, контролируемые двумя другими обычными аллелями. 

Аналогичное асимметричное распределение отмечено также для 
некоторых редких гетерозиготных типов. Имеющиеся эксперимен- 
тальные данные свидетельствуют о том, что в случае $. и Е! 
такая асимметрия обусловлена значительно меньшей стабильно- 
стью полипептидной субъединицы ой по сравнению с субъедини- 
цами 5 и 92; ой ш \ мо разрушается гораздо быстрее. Различия 
в стабильности субъединиц могут быть причиной асимметричного 
распределения и в случае некоторых редких ТИПОВ. Другая во3- 
можная причина — различия в кинетике ферментативного процес- 
са или в скорости синтеза полипептидов, кодируемых двумя ал- 


лелями. = 


4. Другие ферменты 


Вообще любой фермент, состоящий, более чем из двух поли- 
пептидных цепей, из которых по крайней мере две идентичны у го- 
мозигот, может существовать у гетерозигот в «гибридной» форме. 
В простейшем случае белок содержит только две полипептидные 
субъединицы, кодируемые единственным локусом и, Е 
но, идентичные в гомозиготном состоянии. При этом у гетеро 
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могут присутствовать три различных белковых компонента, при- 
чем один из них «гибридный». В тех случаях, когда в гомозигот- 
ном состоянии белок содержит более двух идентичных полипепти- 
дов, картина образования «гибридов» в гетерозиготах будет более 
сложной. Например, если тетрамер состоит из четырех идентич- 
ных субъединиц у гомозигот, то у гетерозигот возможны пять раз- 
ных белков, три из которых будут гибридами. В общем виде это 
выглядит так. Если один аллель определяет полипептидную субъ- 
единицу а“, а другой — субъединицу <, так что молекулярная 
структура белка у гомозигот будет либо 04, либо а4, то у гетеро- 
зигот могут присутствовать помимо этих двух молекулярных 
форм также гибриды а30(, 030 и 0494, как это наблюдается 
в случае лактатдегидрогеназы (см. ниже). 

Ниже МЫ приводим ряд ферментов человека, разделенных на 
две группы в зависимости от того, выявляется ли у гетерозигот- 
ных индивидуумов при электрофорезе только смесь компонентов, 
присутствующих у двух соответствующих типов гомозигот, или же 
сверх того имеются еще и «гибридные» формы (одна или больше). 


Гибридные формы у гетерозигот обнаружены 


1. Лактатдегидрогеназа (стр. 53) 
2. Щелочная фосфатаза плаценты (стр. 44) 
3. Фосфогексозоизомераза [138] 
4. 6-фосфоглюконатдегидрогеназа [484] 
5. Пептидаза А (стр. 41) 
6. Пептидаза 2 (пролидаза) [384] 
7. Малатдегидрогеназа (растворимый фермент) [126] 
8. Малатдегидрогеназа (митохондриальный фермент) [127] 
9. «Оксидаза» эритроцитов (индофенолоксидаза) [87] 
Гибридные формы у гетерозигот не обнаружены 
1. Фосфоглюкомутаза (стр. 59) 
2. Аденилаткиназа [170] 
3. Карбоангидраза [629] 
4. Аденозиндезаминаза [603] 
5. Метгемоглобинредуктаза [320] 
6. Пептидаза В [382] 
7. Кислая фосфатаза эритроцитов (стр. 144) 
8. Ацетилэстераза эритроцитов [628] 
9. Глюкозо-6-фосфат—дегидрогеназа (стр. 131) 


По-видимому, «гибридные» ферменты образуются примерно 
в половине случаев. Следовательно, образование «гибридов» — 
явление довольно распространенное; этот вывод напрашивается 
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хотя бы потому, что приведенные выше ферменты попали в табли- 
цу в сущности говоря совершенно случайно: просто так случилось 
что для них были обнаружены аллельные варианты и разработа- 
на соответствующая электрофоретическая методика, позволяющая 
их изучать. Поэтому в том, что касается состава субъединиц этих 
ферментов и тенденции к образованию гибридов у гетерозигот, 
они могут служить типичными представителями ферментов 
вообще. 
Если у гетерозиготного индивидуума обнаружены «гибридные» 
компоненты, то это означает, что рассматриваемый белок состо- 
ит из двух или более полипептидных субъединиц, причем по край- 
ней мере некоторые из них идентичны у соответствующих гомо- 
зигот. Ферменты или белки, состоящие из одной полипептидной 
цепи, не должны образовывать подобного рода гибридов, и в этом 
случае при электрофорезе у гетерозигот должна выявляться смесь 
различных молекулярных форм, обнаруживаемых у соответствую- 
щих гомозигот. Однако необходимо отметить, что не обнаружив 
«гибриды» у гетерозигот, еще нельзя считать, что фермент пред- 
ставляет собой мономер. Отсутствие или видимое отсутствие «ги- 
бридов» в тех случаях, когда фермент представляет собой муль- 
тимер, может быть обусловлено рядом причин. Одна из них — дис- 
социация ферментного белка на субъединицы, как это, например, 
характерно для гемоглобина, вследствие чего при электрофорезе 
или хроматографии гибридные формы теряются. Имеется и другая 
возможность: полипептидные цепи могут обладать структурными 
особенностями, препятствующими их ассоциации в одну мульти- 
мерную молекулу или ограничивающими такую ассоциацию. Воз- 
можна и еще одна причина. Полипептидные продукты двух алле- 
лей могут синтезироваться в организме в разных клетках и, сле- 
довательно, лишены возможности объединиться в единую белко- 
вую молекулу. Так, гибриды глюкозо-6-фосфат — дегидрогеназы, 
определяемой геном, расположенным в Х-хромосоме, образуются 
шт УЙго [703], но не обнаруживаются у женщин, гетерозиготных 
по соответствующему гену. Как полагают, дело здесь в том, что 
один из двух аллелей, присутствующих в клетках у таких женщин, 
функционально не активен, поскольку он локализован в так назы- 
ваемой «инактивированной» Х-хромосоме (стр. 139). Вероятно, 
это справедливо и для других мультимерных ферментов, полипеп- 
тидные цепи которых кодируются генами, расположенными в Х- 
хромосоме. 


И. ПОЛИПЕПТИДНЫЕ ЦЕПИ, ОПРЕДЕЛЯЕМЫЕ 
НЕСКОЛЬКИМИ ГЕННЫМИ ЛОКУСАМИ (ГЕМОГЛОБИН) 


До сих пор мы рассматривали главным образом влияние му- 
таций в одном генном локусе на структуру белков. Теперь мы 
рассмотрим более сложный случай, когда в определении структу- 
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ры белка или набора близко родстве 
одного генного локуса. Здесь опять-т 
жит гемоглобин. 

В эритроцитах здоровых взрослых лю 
ном НВА, о котором мы уже говорили. 
да преобладает другая форма гемог 
вается: гемоглобин плода, и 


ных белков участвует более 
аки хорошим примером слу- 


дей присутствует в основ- 
Однако в эритроцитах пло- 
лобина, который так и назы- 


ли эмбриональный гемоглобин (НЬЕ). 
НЬЕ отличается деталями структуры от НЬА, однако по своей 


трехмерной конформации и по большинству свойств эти два гемо- 
глобина очень схожи между собой. У новорожденных около 70... 
80% гемоглобина составляет НЬЕ, почти все остальное приходится 
на НЬА. Это соотношение быстро изменяется в течение несколь- 
ких первых месяцев после рождения, так что к 6...12 мес. остаются 
только следы НЬЕ и начинает преобладать НЬА. 

У нормальных индивидуумов найдена еще одна молекулярная 
форма гемоглобина, обозначаемая НЬА.. Этот гемоглобин при- 
сутствует в эритроцитах взрослых людей вместе с НЬА. но на 
него приходится лишь 2,5% всего имеющегося гемоглобина. По- 
видимому, НЬА»› синтезируется одновременно с НБА, но с значи- 
тельно меньшей скоростью. 

Молекулы НБА, и НЬЕ так же, как и НЬА, состоят из полипеп- 
тидных цепей двух типов, каждая из которых представлена в мо- 
лекуле два раза. а-Цепь НБА, и НЬЕ идентична а-цепи НБА. Эти 
гемоглобины отличаются от НЬА и друг от друга второй цепью 
(у НЬА, это 6-цепь, а у НЬЕ — у-цепь). Таким образом, для трех 
типов гемоглобина можно записать следующие формулы: 





НЬА я›Вь 
НБА, 262 
НБЕ 9272 


В д-и у-цепях, как и в В-цепи, содержится по 146 аминокис- 
лотных остатков, причем последовательности этих остатков во 
всех трех цепях имеют много общего (фиг. 17). В-Цепь и б-цепь 
имеют одинаковые аминокислотные остатки в 136 положениях 
И различаются только по остаткам в 10 положениях. В у-цепи 
аминокислотные остатки, идентичные остаткам В-цепи, присутст- 
вуют в 107 положениях, а идентичные остаткам 6-цепи — в 105 по- 
ложениях. Много общего также между последовательностями 
аминокислот в В-, д- и у-цепях, с одной стороны, и в ацепи — 
с другой. Точное сравнение этих полипептидных цепей затрудне- 
но, поскольку в а-цепи на 5 аминокислотных остатков меньше. 
Однако после того как были сделаны обоснованные предположе- 
ния относительно «пропущенных» аминокислот в а-цепи, удалось 
показать, что аминокислотные последовательности а- и В-цепей со- 
ответствуют друг другу примерно на 46%. Столь значительная сте- 
пень гомологии этих полипептидных цепей свидетельствует о том, 
Что все они эволюционно происходят от какой-то одной исходной 
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Фиг. 17. Аминокислотные последовательности &-, 
Идентичные аминокислоты заключены в рамки. 
пронумерованы сверху, а аминокислоты В-, у- 


В-, 7- и 8-полипептидных цепей гемоглобина [373]. 
Остатки гистидина, 
образом, чтобы обеспечить максимальную го 


связанные с гемогруппой, зашт ихова 

н 

и 6-цепей (146) пронумерованы снизу. «Пропуски»’” то 

мологию аминокислотных последовательностей. Сокращен 
в подписи фиг. 


ы. Аминокислоты @-цепи (141) 


лот в 9@-цепи расположены таким 
аминокислот см. 


ое ные обозначения 






:` —. 3 * > м 
з = = = = = = =ааваа=еае = = 
г Я Е 
д РЕ == = =. 2. 2 = ао ызнаваая 
кН ЕЕ ВЕРЕН АНЕЕЕЕНЕЕ-ЕВЯЕЕа 
= А А 2-8 = 7 == 2 = ЗЕЕ о > 3 = ‚". 
== 7 = = 27 += = в = 57 Е = = аа Е 
и те "не везчеавы о И : 
= 2 ея Е = = =. Е ЕВЕ Зезь 2 
С се 25’ <р = <> == 
8 еее ы г > => вже анз > вене = 1 >. 
7 27 2 РЕЯ 2 =: &Р 1 за ынз = зз 
=7 27 7 #Р 2” = 27 = = = 5 & =, 2 =: = = Г. :а в — 
9 2 2 2 ее д а ке = > 
д == 2 “7 27. 293 5 = 2 Е >> 
= => > = = 5 = = 
Я 2 г ыы Е э =аз.=.2 = 
РЯ э Е 2 Е? = ваза |1 ЧЕ ' 
> < 2 = -*. > 
= 5’ 2 А < 2 ^ А = ^. © Ре в <. 5 =. с 2 м=ж.= > 


РЕ 


Ва. г 
хистидина, бора 








Е 
ой 
и 
0 
Е 
Я 
9 


тм 
мы ОЕ АЕВ а 46) аро 


Аа 


эЗамлмолемла в хамкм. 


> эхом лекох © > 


але х 


©- 
ности 
Ъомаохмекохилле последователь 


м5 - 
злкхоохлелеах 
хз 


> м х- 


а <> 


ее 





ОДИН ГЕН — О 


ДНА ПОЛИПЕПТИДНАЯ ЦЕПЬ 51 


Локус 1 2 3 4 
Генотип п/а 
. вв и 27 
Полипептидная  __ в 8 } 
Цель а Я й 
ре 


Тип гемоглобина в 
НЬА НБА, НЫЕ 


Фиг. 18. Образование гемоглобина А 


‚ Ади Ев норме. 


формы. Этот вопрос более подробно рассматривается пи- 
же (гл. Ш). 

В норме встречаются все 
поскольку эти полипептиды в 
по своим аминокислотным 


четыре типа цепей (а, В, уиб), ню 
той или иной степени различаются 


последовательностям, можно пред- 
положить, что они определяются разными генными локусами. Как 


показано схематически на фиг. 18, в определении структуры трех 
нормальных гемоглобинов А, А) иЕ 

четыре генных локуса. Отсюда с 
мутация локуса, определяющего 


ние вариантных форм всех трех гемоглобинов. В то же время му- 
тация любого из локусов, определяющих В-, 6- и у-цепи, должна 
сопровождаться появлением вариантной формы лишь одного ге- 
моглобина — того, который в норме содержит полипептидную 
цепь, соответствующую данному локусу. К настоящему времени 
идентифицировано значительное число вариантов НБА, и НЬЕ, 
и полученные данные полностью соответствуют этому предполо- 
жению. У гетерозигот по мутантному аллелю В-, 6- или у-локусов 


образуется единственная вариантная форма гемоглобина: напри- 


мер, у носителей гена серповидноклеточности, когда изменен ло- 
кус В, гемоглобин А› (0265) и гемоглобин Е(а2у>) остаются нор- 
мальными. В то же время у индивидуумов, гетерозиготных по му- 
тантному аллелю локуса а, синтезируются и вариантные и нор- 
мальные формы каждого из трех видов гемоглобина. 

На ранних стадиях эмбрионального развития синтезируется 
еще одна разновидность полипептидной цепи гемоглобина, &-цепь 
[275]. Аминокислотная последовательность =-цепи еще не рас- 
шифрована окончательно, однако она, вероятно, отличается от 
последовательностей а-, В-, у- и б-цепей. Несколько «эмбриональ- 
ных» гемоглобинов с возможной структурой 2, @5ё и у 
ружено в значительных количествах на ранних стадиях э 
неза, а в небольших количествах они найдены на бо 
стадиях развития плода. Конечно, такие гемог н 
особенно трудно, и варианты =-цепи до сих пор не обнаружены. 

днако весьма вероятно, что эта цепь определяется особым ген- 
ным локусом, отличным от локусов, кодирующих а-, В-, у- 


Участвует по крайней мере 
ледует одно важное заключение: 
а-цепь, должна вызвать появле- 


>Е> Обна- 
мбриоге- 
лее поздних 
лобины исследовать 


и б-цепи. 
4* 






























































59 ГЛАВА И 
Локус 1 26 
Генотип д/б / В 
х \ / 
Полипелтидная 7 \ 6 / 
цель г Чет = 
О ЕЕК ‚би 
Тил Аб Е 
гемоглобина 8 022 ов И я е 
НЬА НС НЫб Гибрид НЬ 6/С | ии 
ее 
Фиг. 19. Образование гемоглобинов А, С, @ и С/С у двойных гетерозигот И 
(по аллелю а-локуса, определяющему вариантный полипептид а“, и по аллелю ри З 
В-локуса, определяющему полипептид ВС). } и 
ры м, а 
Оказалось, кроме того, что в норме образуются две несколькю — 4 в О 
различающихся у-цепи. В одной из них в положении 136 стоит сн локусо 
глицин, а в другой — аланин [559]. Согласно имеющимся дан- | щкию 
ным, две эти у-цепи кодируются разными локусами. Если это так, Я ВУЫЯ ИЛ 
то в определении структуры полипептидных цепей, составляющих И Я 
разные молекулярные формы гемоглобина, у человека в норме : м 
участвует не менее шести различных локусов. т толипепт 
Общая гипотеза, заключающаяся в том, что каждая полипеп- "ДуЖитЬ Нес 
тидная цепь гемоглобина определяется отдельным локусом, до- Читинх свойе 
вольно хорошо согласуется с биохимическими данными, получен- ‘| я о 
ными на индивидуумах, гетерозиготных по локусу а-цепи и по ка- й УОеку | 
кому-либо другому локусу. При этом образуется особенно слож- т Ув 
ная смесь гемоглобинов [28, 412]. т И 
В качестве примера [677]\ можно рассмотреть случай гетерози- и фе 
готы по мутантному аллелю а-локуса, определяющему вариант- м ЕКВ 
ную полипептидную цепь о (а68Аен-—* Лиз), и, кроме того, по ал- м “Не 
лелю НЬС, определяющему вариантную полипептидную цепь №). т 
ВС (В6Глу— Лиз). В этом случае синтезируется два типа а-цепей и р 
два типа В-цепей, и при электрофорезе выявляются 4 разных ге- АК 
моглобина, содержащих цепи а- и В-типа (фиг. 19): нормальный ДЕ 
НЬА (282), НЬС (028), НЬС (а 82) и новый гемоглобин а9ВС, со- м, , 
держащий одновременно вариантную а- и вариантную В-цепь. . у ен 
У такого индивидуума во взрослом состоянии должны иметься м т 
также в небольшом количестве НБА. (0565) и вариантный в ом | 
НЬА8(665), а в период внутриутробного развития и сразу после м 0 
рождения должен преобладать НЬРЕ (а>\2) и  вариантный | м 
НЬЕС (абу2), а поскольку имеется два типа у-цепей, каждый из | ит 
этих типов гемоглобина также должен существовать в двух раз- ГА ьм 
новидностях. Сверх того, в эритроцитах такого индивидуума | м м 
должны еще присутствовать и различные «гибридные» формы мо- № № 
лекул гемоглобина (а>ВВС и аабВ»>), хотя их невозможно обнару- | А 
жить с помощью обычного электрофоретического или хромато- ма р 
графического анализа гемолизатов (по причинам, которые обсуж- | а м 
дались выше). м т 
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о. 





Таким образом, наличие множественных генных локусов, опре- 
деляющих несколько различных полипептидных цепей, приводит 
к возникновению У человека в норме очень сложного набора мо- 
лекул гемоглобина, и эта сложность значительно возрастает, если 
индивидуум гетерозиготен по одному или нескольким таким ло- 
кусам. 

Гемоглобин гораздо лучше изучен в отношении структуры и ге- 
нетики его вариантов, нежели любой другой белок человека. Од- 
нако сейчас уже имеются достоверные, пусть и менее полные дан- 
ные, свидетельствующие о том, что структура многих других бел- 
ков также определяется двумя или несколькими генными локуса- 
ми. Впрочем, это явление, хотя и обычное, отнюдь нельзя считать 
универсальным, поскольку известны многочисленные белки, со- 
стоящие из полипептидных цепей одного типа, кодируемые един- 
ственным локусом. 

Итак, если какой-нибудь ферментный или иной белок опреде- 
ляется двумя или более локусами, каждый из которых кодирует 
аминокислотную последовательность определенной, отличной от 
других полипептидной цепи, то у людей в норме часто удается 
обнаружить несколько молекулярных форм белка. Число таких 
форм и их свойства и характеристики будут зависеть от того, объ- 
единяются ли полипептидные продукты нескольких локусов в еди- 

ную молекулу или нет, а также от типов возможных комбинаций. 
В качестве примера рассмотрим два фермента: лактатдегидроге- 
назу и фосфоглюкомутазу. В определении структуры этих фер- 
ментных белков участвует несколько локусов, и потому существу- 
ют их множественные формы (часто называемые изоферментами, 


см. ниже). 


Ш. ЛАКТАТДЕГИДРОГЕНАЗА 


Лактатдегидрогеназа 
это ключевой фермент углеводного обмена, 
всех тканях. Он катализирует взаимопревращения лактата и пи- 
рувата с сопутствующим окислением и восстановлением НАД: 


СН.СОСООН + НАД-Н + Н+ = СН.СНОНСООН + НАД* 


Пировиноградная Молочная 
кислота 


кислота 

При электрофорезе экстрактов различных тканей можно выде- 
лить по меньшей мере пять различных белков (изоферментов), 
обладающих лактатдегидрогеназной активностью. Оказалось, что» 
относительное количество различных изоферментов сильно варь- 
ирует в разных тканях. На фиг. 20, в частности, показано, что 


электрофоретические свойства лактатдегидрогеназы сердечной 
мышцы и почек резко отличаются от свойств фермента из печени 
или скелетных мышц. Всего обнаружено пять изоферментов, кото- 
рые обозначают в порядке их электрофоретической подвижностн» 


(Г.-лактат: НАД — оксидоредуктаза) — 
присутствующий во’ 





ГЛАВА П 





Почки Печень МЫШЦЫ 


Фиг. 20. Распределение изоферментов лактатдегидрогеназы в различных орга- 
нах. 


к аноду при щелочных значениях рН следующим образом: ЛДГ 1, 
ЛДГ 2, ЛДГ 3, ЛДГ 4 и ЛДГ 5. В сердечной мышце и в почках 
содержится главным образом ЛДГ 1; кроме ЛДГ 1 в этих орга- 
нах присутствуют также другие изоферменты, но в значительно 
меньших количествах, причем их относительная активность умень- 
шается от ЛДГ 2 к ЛДГ 5. В скелетных мышцах и в печени со- 
держится главным образом ЛДГ 5, и соотношение активностей 
различных изоферментов оказывается прямо противоположным. 

Все эти лактатдегидрогеназы представляют собой тетрамеры 
[13, 416, 417], причем полипептидные субъединицы могут быть 
двух типов, обозначаемых обычно А и В (или М иН). Структура 
субъединиц в деталях пока неизвестна, однако сравнение их ами- 
нокислотного состава и данные хроматографии (метод «отпечат- 
ков пальцев») показывают, что они при сходных размерах моле- 
кулы сильно различаются по аминокислотным последовательно- 
стям. Были получены убедительные данные, свидетельствующие 
о том, что пять характерных изоферментов имеют следующий со- 
став: ЛДГ 1—Вь ЛДГ 2— АВ. ЛДГ 3—А.,В,, ЛДГ 4— А.В 
и ЛДГ 5—А.. 

Характерное распределение изоферментов ЛДГ в разных тка- 
нях можно в основном объяснить исходя из предположения, что 
в организме обычно синтезируются субъединицы обоих типов, но 
в неодинаковом количестве, а наблюдаемое относительное содер- 
жание изоферментов определяется тем, что объединение субъеди- 
ниц происходит по закону случая. Очевидно, в скелетных мышцах 
субъединица А присутствует в большом избытке по сравнению 
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Фиг. 21. Диссоциация и рекомбинация субъединиц лактатдегидрогеназы [416]. 


Препараты ЛДГ! (В4) и ЛДГБ (А) и их смеси в равных пропорциях в 1 М Мас! заморажива- 

ли на ночь. Электрофореграмма получена после оттаивания образцов. В смешанном препара- 

те присутствуют все пять изоферментов (приблизительно в соотношении | :4:6:4: 1), т.е 
ЛДГ! (В), ЛДГ2 (ВзА), ЛДГЗ (В»А,), ЛДГ4 (ВАз) и ЛДГБ (Ад). 


с субъединицей В, так что преобладающей формой является 

ДГ 5; другие изоферменты присутствуют здесь в меньшем коли- 
честве: ЛДГ 4>ЛДГ 3>ЛДГ 2>ЛДГ 1. В сердечной мынще, 
наоборот, содержится большой избыток субъединиц В, так что 
распределение изоферментов здесь будет иным: ЛДГ 1> ЛДГ 2> 
>ЛДГ 3 ит. д. В эксперименте удается вызвать диссоциацию. 
различных изоферментных белков [416] на субъединицы и затем 
провести рекомбинацию этих субъединиц и получить продукты, 
обладающие ферментативной активностью (фиг. 21). С помощью 
Этого метода из смесей, содержащих в различных соотношениях 
очищенные ЛДГ 1 (В+) и ЛДГ 5 (Ал), удается получить харак- 
терные картины распределения изоферментов, соответствующие 
тому, что наблюдается для разных тканей. Подобные эксперимен- 
ты [650] показали, что в скелетных мышцах и в клетках печени 
человека отношение А:В может быть порядка 10:1, тогда как 
Для сердечной мышцы это отношение составляет примерно 1:20, 
& для почек — | : 10. 












ГЛАВА ИП 





Многочисленные исследования посвящены сравнению свойств 
изоферментов лактатдегидрогеназы. Обнаружены значительные 
различия между ЛДГ 1(В+) и ЛДГ 5(А,); они касаются величи- 
ны К», способности реагировать с различными аналогами НАД, 
ингибирования избытком субстрата, термостабильности и других 
свойств. Эти различия, вероятно, сказываются на функциональных 
особенностях изоферментов и потому совершенно естественно бы- 
ло бы ожидать, что характер распределения в той или иной ткани 
связан с метаболическими особенностями данной ткани. Некото- 
рая общая корреляция и в самом деле отмечается; так, например, 
в тканях, часто испытывающих недостаток кислорода [94, 688], 
преобладают субъединицы А; однако полную картину возможной 
функциональной связи такого рода еще только предстоит выяс- 
нить [321, 652]. 

Можно ожидать, что полипептидные субъединицы А и В коди- 
руются разными генами. Если это так, то эффект мутаций на 
изоферменты лактатдегидрогеназы будет зависеть от того, про- 
исходят ли они в локусе, определяющем полипептид А, или в ло-* 
кусе, определяющем полипептид В. Так, мутация в локусе А не 
должна влиять на ЛДГ 1, поскольку этот изофермент не содер- 
жит субъединиц А. Вместе с тем она должна воздействовать в раз- 
ной степени на ЛДГ 2, ЛДГ 3, ЛДГ4и ЛДГБ, содержащие соот- 
ветственно 1, 2, Зи 4 субъединицы А. Аналогично мутация в локу- 
-се В не должна затрагивать ЛДГ 5, в отличие от остальных четы- 
рех изоферментов. 

У гетерозигот должен синтезироваться очень сложный набор 
изоферментов, причем некоторые особенности общего распреде- 
-ления ожидаемых в разных случаях вариантных белков можно 
предсказать. Так, у индивидуума, гетерозиготного по локусу А, 
но гомозиготного по нормальному аллелю локуса В, возможны 
15 изоферментов (они приведены в третьем столбце табл. 3), рас- 
пределение которых будет иным, нежели у индивидуума, гетерози- 
готного по локусу В, но гомозиготного по локусу А (см. 
четвертый столбец табл. 3). Соотношение нормальных и вариант- 
ных изоферментов должно определяться соотношением нормаль- 
ных и вариантных полипептидов, доступных для образования тет- 
рамеров. Так, если в результате мутации в локусе А образуются 
равные количества вариантного полипептида А и нормального по- 
липептида А и если ассоциация в тетрамеры осуществляется слу- 
чайно, то 2 изофермента, соответствующих ЛДГ 2, должны при- 
сутствовать в отношении 1:1, 3 изофермента, соответствующих 
_ЛДГ 3, —в соотношении 1:2:1, 4 изофермента, соответствующих 
„.ЛДГ 4, —в соотношении 1:3:3:1 и 5 изоферментов, соответст- 
вующих ЛДГ 5, —в соотношении 1:4:6:4:1. Эти соотношения 

будут одинаковыми во всех тканях, но общее рАСНВеДеЛеНИЕ на- 
-блюдаемое в каждой данной ткани, будет, разумеется, коррели- 
‚ровать с относительными количествами пяти изоферментов, при- 
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ТАБЛИЦА 3 


Предполагаемый состав субъединиц изоферментов ЛДГ в норме у индивидуумов 
гетерозиготных по мутантному аллел т г 


ю локуса А или В 
Е 














Состав 15 возм ‹ 5 > : 
с 
локуса А локуса В 
ЛДГ 1 Ва Ва Ва 
В.В* 
В.В,* 
ВВ;* 
В,* 
лдГ 2 В.А В.А В.А 
ВзА* В.В*А 
ВВ»*А 
ЛДГ 3 В,А, ВЬА, 
В,АА* 
ВЬА,* 
ЛДГ 4 ВА, ВА 
ВА,А* 
ВАА, * 
ВА. * 
ЛДГ 5 А. Аз Аа 
АзА* 
А,А,* 
АА,* 
А.* 














* Вариантные субъединицы. 


сутствующих в норме, т. е. с относительной активностью двух ло- 
кусов (Аи В). 
самом деле найдено значительное число генетически опре- 
деляемых вариантов лактатдегидрогеназы [70, 128, 352, 459, 651]. 
се они сравнительно редки и были обнаружены в различных по- 
пуляциях главным образом путем обычного электрофоретического 
исследования. Ни один из известных вариантов, по-видимому, не 
связан с какой-либо определенной клинической аномалией. В каж- 
дом случае наблюдается сложная, но совершенно определенная 
картина электрофоретического разделения. Обследование семей 
ПОказало, что индивидуумы с аномальным набором изоферментов 


ГЛАВА П 


„Медленный” Быстрый” 
Норма вариант вариант Вариант 


А А В + 


лдг 1(84) а ШБ вии 


ЛдГ 2(ВзА) па 


АРВ 


Фиг. 22. Схема электрофоретического разделения вариантных лактатдегидро- 
геназ эритроцитов. 
Два из этих вариантов обнаружены у индивидуумов, гетерозиготных по разным аллелям ло® 
куса, определяющего субъединицу А, а третий вариант — У индивидуума, гетерозиготного 
по локусу, определяющему субъединицу В. 


должны быть гетерозиготны по редкому мутантному аутосомному 
гену. Поскольку такие мутации очень редки, в изученных до сих 


пор популяциях гомозигот по этому гену не обнаружено. 

На основании данных электрофоретического разделения удает- 
ся легко классифицировать различные гетерозиготные типы в за- 
висимости от того, является ли редкий мутантный аллель аллелем 
локуса А или В и, следовательно, определяет ли он вариантную 
форму полипептида А или В. Для примера на фиг. 22 приведена 
картина электрофоретического разделения изоферментов из ли- 
затов эритроцитов различных типов гетерозигот. В норме в эри- 
троцитах преобладают три изофермента — ЛДГ 1, ЛДГ 2 и ЛДГЗ. 
По характеру разделения один из вариантных типов точно соот- 
ветствует гетерозиготе по мутантному аллелю локуса В, а два 
других типа — гетерозиготам по мутантному аллелю локуса А. 
Аналогичные мутации обнаружены также у других организмов 
(например, у Реготузсиз [573]). В описанном случае была воз- 
можность исследовать также гомозиготы по мутантному аллелю; 
оказалось, что результаты, полученные для разных тканей, пол- 
ностью соответствуют рассмотренной гипотезе. 

Кроме локусов, кодирующих субъединицы А и В лактатдегид- 
рогеназы, существует, по-видимому, третий локус, определяющий 
еще одну субъединицу [56, 706]. Наличие этой так называемой 
С-субъединицы приводит к появлению особого типа тетрамерного 
изофермента (соответствующую ему полосу называют Х-полосой), 
характерного для сперматозоидов. Этот изофермент был обнару- 
жен у человека и у животных, но наследуемые варианты найдены 
пока только у голубей [58]. Очевидно, С-субъединица образуется 
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только в сперматоцитах первого порядка и существует там лишь 
очень недолгое время. Хотя тетрамеры, содержащие субъединицы 
А, Ви С, можно получить ш уЙго (в экспериментах по диссоциа- 
ции и рекомбинации), обнаружить их ш мо не удается. По-види- 
мому, субъединицы А и В отсутствуют в сперматоцитах первого 
порядка, в то время как там образуются субъединицы С. 


|У. ФОСФОГЛЮКОМУТАЗА 


Фосфоглюкомутаза — фосфотрансферазный фермент (а-О-глю- 
козо-1,6-дифосфат : а-Э-глюкозо-[-фосфат — фосфотрансфераза), 
катализирующий взаимопревращения глюкозо-!-фосфата и глюко- 
зо-6-фосфата. Он играет важную роль в углеводном обмене и об- 
наружен в большинстве тканей. Электрофоретические исследова- 
ния показали, что этот фермент существует во множественных 
молекулярных формах; установлено, что в определении их струк- 
туры участвуют по крайней мере три генных локуса. Однако в от- 
личие от лактатдегидрогеназы полипептидные продукты различ- 
ных генов фосфоглюкомутазы, вероятно, не объединяются в одном 
изоферменте. 

Впервые сложность спектра изоферментов фосфоглюкомутазы 
была выявлена при изучении эритроцитов разных людей [601]. 
При электрофорезе лизатов эритроцитов в крахмальном геле с по- 
следующим окрашиванием, позволяющим обнаруживать фосфо- 
глюкомутазную активность, было получено несколько зон актив- 
ности, причем обнаружены значительные и четкие индивидуаль- 
ные различия. Три обычных фенотипа (фиг. 23) обозначают 
ФГМ, 1, ФГМ, 2-[ и ФГМ, 2. У ФГМ, 1 и ФГМ 2-1 присутствуют 
изоферменты а и с, отсутствующие у ФГМ, 2; в то же время 
У ФГМ, 2 и ФГМ, 2-1 имеются изоферменты Ь и 4, отсутствующие 
У ФГМ, 1. Изоферменты е, Ги © характерны для всех трех фено- 
типов. В Англии 58% населения относится к типу ФГМ, 1, около 
36% —к типу ФГМ, 2-1 и около 6%'— к типу ФГМ, 2. Эти три 
обычных фенотипа обнаруживаются также во многих других по- 
пуляциях, так что такой полиморфизм, очевидно, — явление ши- 
роко распространенное. . 

Обследование огромного числа разных семей (табл. 4) показа- 
70, что характер расщепления в данном случае соответствует за- 
конам Менделя (если принять, что полиморфизм определяется 
двумя обычными аутосомными аллелями: РСМ! и РСМ!). Феноти- 
пы ФГМ, | и ФГМ, 2 соответствуют гомозиготным генотипам 
РОМ!РСМ! и РСМ?РСМ?, а фенотип ФГМ, 2-1 — гетерозиготно- 
му генотипу РОМ!РСМ?. Таким образом, изоферменты а и с, оче- 
Видно, определяются одним аллелем (РСМ!), а изоферменты Б 
и 4 — другим (РСМ?). У гетерозигот, когда имеются оба аллеля, 
присутствуют все 4 изофермента; однако в этом случае «гибриды», 
по-видимому, не образуются. 
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Фиг. 23. Электрофоретическое разделение изоферментов фосфоглюкомутазы 
эритроцитов трех обычных типов ФГМ, (ФГМ, 1, ФГМ, 2-1 и ФГМ,2). 


Справа — схема. Слева — Вр рореграмие о пектроФорея в крахмальном геле, рН 7,4) 
6011. 







| После того как были открыты обычные типы фосфоглюкомута- 
зы, были исследованы пробы крови нескольких тысяч людей, и при 
этом встретились другие, очень редкие типы распределения изо- 
ферментов, характерные для отдельных индивидуумов [264]. Ана- 
лиз родословных показал, что многие из этих случаев могут быть 
обусловлены гетерозиготными комбинациями РСМ! или РСМ! 
с одним из серии редких аллелей того же локуса. На фиг. 24 пред- 
ставлено несколько примеров подобного распределения изофер- 
ментов. В каждом случае присутствуют два необычных изофер- 
мента, определяемые редким аллелем, а также изоферменты а | 
ис (определяемые аллелем РСМ!) или изоферменты Би 4 (опре- 
деляемые аллелем РСМ}). 

Поскольку обычные редкие аллели, о которых шла речь выше, 
очевидно, не имеют отношения к изоферментам е, Ги ©, можно 
сделать вывод, что они определяются другим геном, РСМ.. рр. 
мым подтверждением [263, 264] этого предположения послужилс 
открытие некоторых редких вариантных типов изоферментов е, 
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Фиг. 24. Изоферменты фосфоглюкомутазы эритроцитов (14 различных типов 
ФГМ,) [264]. 


и 8, существующих независимо от вариантов, определяемых ло- 
кусом РСМь. На фиг. 25 представлены различные примеры рас- 
пределения этих вариантных изоферментов, определяемых геном 
РСМ.. Здесь они присутствуют вместе с изоферментами а, Ь, си 4, 
характерными для фенотипа ФГМ, 2-1, но они могут встречаться и 
только совместно с изоферментами а и с, характерными для фено- 
типа ФГМ, 1, или только с изоферментами Б и 4, характерными 
для фенотипа ФГМ, 2. 


ТАБЛИЦА 4 
Распределение типов фосфоглюкомутазы, (Р@М,) 
по материалам обследования 537 семей [228] 





























Дети 
Тип брака Число браков : от ь. Всего 
1х1 199 392 — — 395 
1Х2-1 203 207 215 — 422 
< 34 = 71 == 71 
2-1Ж2-1 77 35 81 41 157 
2-1х2 21 = 24 31 55 
2х2 3 = — 13 13 
Всего 537 634 | 391 | 85 | 1110 
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Фиг. 25. Изоферменты. фосфоглюкомутазы эритроцитов (5 различных типов: 
2). 
Показанные изоферменты ФГМ1 во. всех случаях относятся к типу ФГМ! 2-1 [264, 485]. 


Исследование генеалогий показало, что различные вариантные 
типы распределения изоферментов е, Ги © встречаются у инди- 
видуумов, гетерозиготных по одному из редких аллелей локуса 
РСМ.. Обычный аллель этого локуса, по которому большинство 
людей гомозиготно, очевидно определяет сами изоферменты е, Ё 
и 5, а различные мутантные аллели вызывают появление вариант- 
ных форм этих изоферментов, обладающих вполне определенным 
образом измененной электрофоретической подвижностью. Харак- 
тер распределения изоферментов, отмечаемый у различных гете- 
розигот, зависит от того, что в каждом случае речь идет о смеси 
изоферментов, определяемых двумя имеющимися в наличии ал- 
лелями. В некоторых случаях (например, при фенотипе ФГМ, 3-1) 
изоферменты, определяемые мутантным аллелем, легко отделяются 
на электрофореграммах от изоферментов е, Ги ©, определяемых 
обычным аллелем (РСМ!). Однако в других случаях эти две груп- 
пы изоферментов могут до некоторой степени перекрываться. На- 
пример, при фенотипе ФГМ, 2-1 наиболее медленный изофермент 
вариантной группы имеет такую же электрофоретическую подвиж- 
ность, что и изофермент ©, наиболее быстрый из трех изофермен- 
тов, определяемых геном РСМ!1. 

Впервые изоферменты фосфоглюкомутазы идентифицированы 
в эритроцитах. Позже было обнаружено, что характерные наборы 
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изоферментов фосфоглюкомутазы имеются также в печени, поч- 
ках, мышцах, мозге и плаценте. Изоферменты фосфоглюкомутазы 
можно также выделить из фибробластов кожи, выращенных 
в культуре, причем клетки в этих культурах длительное время со- 
храняют характерный исходный фенотип. В большинстве этих 
органов общая фосфоглюкомутазная активность значительно вы- 
ше, чем в эритроцитах. Благодаря этому удалось выделить [265] 
набор изоферментов, определяемых третьим геном, РСМ:. Вклад 
этих добавочных изоферментов в общую фосфоглюкомутазную ак- 
тивность обычно незначителен. Поэтому их удается исследовать 
только в тех случаях, когда общая активность относительно вы- 
сока. Оказалось, что очень удобным источником материала для 
этих целей служит плацента. 

Изоферменты, определяемые геном РСМ» быстрее мигрируют 
к аноду, чем другие изоферменты. На фиг. 26 представлена типич- 
ная картина электрофоретического разделения. Известно три раз- 
личных фенотипа: ФГМ: 1, ФГМ, 2-1 и ФГМ: 2. Как показывает 
генетический анализ, они определяются двумя обычными аллеля- 
ми, РОМ! и РСМ, причем фенотип ФГМ.: 2-1 соответствует ге- 
терозиготному состоянию. Эти типы изоферментов встречаются 
независимо от изоферментов, определяемых аллелями других ло- 
кусов. 

Итак, имеются данные о существовании трех различных локу- 
сов, определяющих различные наборы изоферментов фосфоглюко- 
мутазы. На фиг. 27 схематически показаны наборы ‘изоферментов, 
определяемых различными аллелями этих трех локусов. У инди- 
видуумов, гомозиготных по всем трем локусам, обнаруживается не 
менее 8 изоферментов фосфоглюкомутазы. У индивидуумов, гете- 
розиготных хотя бы но одному локусу, набор изоферментов более 
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ТАБЛИЦА 5 


Установленная частота аллелей фосфоглюкомутазы 











Локус Аллель число 
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в различных этнических группах (анализ отдельных выборок) 
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0,765 
0,234 
0,0009 


0,9996 


0,0004 
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0,263 
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1863 
1863 
1863 
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1863 
1863 


895 
895 
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0,785 
0,214 
0,0006 


0,995 
0,004 
0,004 


0,370 
0,630 
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Индийцы 












частота 
аллеля 


0,700 
0,294 
0,006 


0,999 


0,001 





сложен, и очевидно, что у разных людей возможно множество 
комбинаций изоферментов фосфоглюкомутазы. Их относительная 
частота должна, конечно, зависеть от частоты различных аллелей 
в данной популяции (табл. 5), и большинство возможных аллель- 
ных комбинаций встречается очень редко. Тем не менее среди 
населения Англии, например, можно выделить по крайней мере 
8 типов, каждый из которых встречается в популяции в целом 
с довольно значительной частотой (свыше 2%) (табл. 6). Таким 


образом, налицо высокая степень гетерогенности. 


В настоящее время мало что известно о природе различий меж- 
ду изоферментными продуктами трех локусов. Исследования ме- 
ТАБЛИЦА 6 


Встречаемость индивидуумов (в %) с различными комбинациями 
фенотипов ФГМ, и ФГМ, среди населения Англии 
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Фиг. 27. Изоферменты фосфоглюкомутазы, определяемые 8 аллелями локуса 
РСМ, 5 аллелями локуса РСМ, и 2 аллелями локуса РОМз [266]. 


В серии РСМ! постоянно присутствует по крайней мере один дополнительный сравнительно 

быстро движущийся изофермент, обнаруживаемый в сравнительно небольшом количестве 

и обычно маскируемый другими изоферментами, присутствующими у индивидуумов с различ- 
ными генотипами. 


тодами гель-фильтрации [435] и ультрацентрифугирования [542] 
показали, что изоферменты ФГМ», имеют молекулы несколько 
большего размера по сравнению с изоферментами ФГМ, и ФГМ,, 
причем все изоферменты, определяемые каким-либо одним генети- 
ческим локусом (например, изоферменты а, Ь, си @— для ло- 
куса РСМ!), оказались одинаковыми по размерам своих молекул. 
Далее, термостабильность изоферментов ФГМЬ значительно выше, 
чем изоферментов ФГМ, и ФГМ.. Что касается каталитической 
активности этих изоферментов, то имеющиеся данные позволяют 
сказать лишь то, что все они обладают типичной фосфоглюкому- 
тазной активностью. Возможно, дальнейшие исследования позво- 
лят выявить значительные кинетические или иные различия, свя- 
занные с молекулярными свойствами изоферментов фосфоглюко- 
мутазы. 

В чем кроется причина различий между изоферментами, опре- 
деляемыми одним аллелем (например, между изоферментами а 
и с, определяемыми геном РОМ! изоферментами е, Ги ©, опреде- 
ляемыми РОМ! ит. д.), также пока не установлено. Сравнение 
электрофореграмм изоферментов, выделенных из эритроцитов 
различного «среднего возраста», показывает, что относительное 
количество различных изоферментов, определяемых одним алле- 
лем, изменяется с возрастом популяции клеток [436]. В общем до- 
ля наиболее быстро движущихся к катоду изоферментов в любом 
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наборе, по-видимому, больше в молодых клеточных популяция 
По-видимому, ближайшие к катоду изоферменты в каждом сл ый 
представляют собой первичные молекулярные формы фермента 


синтезируемые в клетке, тогда как изоферменты, располагающиеся 


ближе к аноду, возможно, возникают из этих первичных форм 
путем вторичных модификаций структуры белковой молекулы, 


У. ГЕНЫ И ИЗОФЕРМЕНТЫ 


На примере лактатдегидрогеназы и фосфоглюкомутазы мы ВИ- 
дели, что в клетках одного индивидуума может присутствовать 
значительное число различных и притом поддающихся разделе: 
нию белков, обладающих одинаковой или очень близкой фермен- 
тативной активностью. Такие множественные молекулярные формы 
фермента, присутствующие в одном организме, обычно назы- 
вают изоферментами. Термин изоферменты впервые был предло- 
жен Маркертом и Мёллером в 1959 году [418] и ныне широко 
принят в биохимической литературе. Этот термин очень удобен, 
поскольку он не подразумевает никакой конкретной структурной 
связи между различными белками, обладающими сходной фер- 
ментативной активностью. В самом деле, чем больше мы узнаем 
подобных случаев, тем яснее становится, что характер структур- 
ных взаимоотношений между молекулами различных изофермен- 
тов может быть самым разным. р 

За последние годы было обнаружено множество изофермент- 
ных систем. Это стало возможным в основном благодаря широко- 
му использованию сравнительно простого метода зонального элек- 
трофореза в таких поддерживающих средах, как крахмальный 
гель и полиакриламид, в сочетании с чувствительными методами 
окрашивания, позволяющими выявлять зоны ферментативной ак- 
тивности в сложных смесях белков. Этот общий метод, разрабо- 
танный впервые применительно к эстеразам [284]! и дегидрогена- 
зам [418], а затем применявшийся для многих других ферментов, 
оказался очень полезным орудием исследования. Его во многих 
случаях можно использовать непосредственно для анализа неочи- 
щенных гомогенатов свежих тканей, так что удается свести к мини- 
муму изменения ферментов, неизбежные ш уйЙго. Разумеется, этот 
метод можно применять также на последующих стадиях выделе- 
ния и очистки изоферментов, так что легко удается выявить лю- 
бые изменения, которые при этом могут произойти. Кроме того, 
при работе этим методом требуются сравнительно небольшие ко- 
личества материала, что особенно важно при генетических иссле- 
дованиях, когда приходится изучать изоферменты в одной опреде- 
ленной ткани у многих людей. 

Широкое использование этого метода (конечно, в сочетании 
с различными другими методами) позволило идентифицировать 
значительное число изоферментных систем у многих организмов 
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(см., например, обзор «Множественные молекулярные формы фер- 
ментов», Аппа!з Ме\ Уогк Аса4. Зе, 151, 1—689, 1968). Стало яс- 
но, что существование множественных молекулярных форм — яв- 
ление широко распространенное и, вероятно, характерно в той или 
иной степени для большинства ферментов. Кроме того, оказалось, 
что многие неферментные белки также имеют множественные мо- 
лекулярные формы. По-видимому, множественность молекуляр- 
ных форм, обладающих одинаковой функциональной активно- 
стью, — обычное свойство большинства ферментов и вообще 
белков. 

Причины, лежащие в основе возникновения множественных 
молекулярных форм, различны, причем в каждом конкретном слу- 
чае может быть несколько механизмов образования изоферментов. 
Возможные пути возникновения изоферментов или, в более общей 
форме, множественных молекулярных форм функционально близ- 
ких белков удобно разделить на три группы [225], рассматривае- 
мые ниже. 

а. Наличие множественных генных локусов, которые кодируют 
различающиеся в структурном отношении полипептидные цепи 
белка. Структуру изоферментов или функционально сходных не- 
ферментных белков данной группы могут определять несколько 
разных локусов. Например, в определении различных молекуляр- 
ных форм лактатдегидрогеназы участвуют три локуса (А, ВиО. 
По крайней мере три различных локуса (РОМь РСМ» и РВ@Мз) 
известны для фосфоглюкомутазы. Не менее 6 локусов кодируют 
разные полипептидные цепи гемоглобина (а, В, две цепи у, д 
и ®). 

Во всех подобных случаях каждый ген кодирует определенную 
аминокислотную последовательность, отличную от остальных. по- 
липептидных цепей. В некоторых случаях несколько полипептидов 
ассоциируют с образованием комплексных изоферментных форм, 
различающихся набором составляющих их полипептидов. Приме- 
ром служат 5 обычных изоферментов лактатдегидрогеназы (Ал, 
А.В, А.В», АВ., В), а также различные молекулярные формы ге- 
моглобинов: НБА (4282), НЬЕ (0»\2) ит. д. Однако в других слу- 
чаях полипептидные продукты различных локусов могут каждый 

в отдельности составлять разные компоненты набора изоферментов, 
не объединяясь друг с другом в одну белковую молекулу (это 
справедливо, например, для изоферментов фосфоглюкомутазь 
и изофермента С лактатдегидрогеназы). 

6. Наличие множественных аллелей одного локуса. В популя- 
ции может существовать множество различных аллелей опреде- 
ленного гена, причем каждый аллель кодирует отличную по струк- 
туре полипептидную цепь; в таком случае первичная структура 
фермента или белка разных индивидуумов будет различной в за- 
висимости от имеющегося аллеля. Можно ожидать, что у тетеро- 
зигот, поскольку они несут два разных аллеля, набор изофермен- 
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тов будет более сложным, чем у гомозигот. В некоторых случаях 
набор изоферментов у гетерозигот будет представлять собой про- 
сто смесь изоферментов, имеющихся у соответствующих гомозигот, 
Однако если ферменты являются мультимерами, то у гетерозигот 
могут появляться «гибридные» изоферменты, отсутствующие у го- 
мозигот (см. стр. 47). 

Несомненно, степень различий в первичных аминокислотных 
последовательностях полипептидных пречуктов разных генов, уча- 
ствующих в определении набора изоферментов, широко варьирует. 
Однако слишком большие различия едва ли встречаются часто. 
В то же время полипептидные продукты различных аллелей одно- 
го локуса в большинстве случаев, по-видимому, различаются всего 
по одной аминокислоте. В общем, если изоферменты данного ин- 
дивидуума определяются множественными локусами, то они, как 
правило, различаются гораздо сильнее, чем при множественном 
аллелизме одного локуса. 

Однако главное различие между этими генетическими меха- 
низмами возникновения изоферментов состоит в том, что множе- 
ственный аллелизм определяет различия между отдельными чле- 
нами популяции по набору изоферментов, тогда как множествен- 
ные локусы будут, как правило, общими у всех представителей 
данного вида и, следовательно, будут определять общий тип набо- 
ра изоферментов в популяции. 

в. «Вторичные» модификации структуры белка. Множествен- 
ные гены и ‘аллели служат генетической основой, определяющей 
главные характеристики различных молекулярных форм функцио- 
нально близких ферментов или белков, имеющихся у индивидуума 
данного вида. Однако сложность многих изученных изофермент- 
ных систем нельзя объяснить только генетическими причинами. 
Вероятно, важным фактором являются также вторичные модифи- 
кации структуры белка, происходящие после завершения синтеза 
полипептидных цепей в рибосомах на РНК-матрице. Этот фактор 
имеет достаточно общий характер. ) 

Так, характерные наборы изоферментов, каждый из которых 
кодируется одним аллелем одного из локусов фосфоглюкомутазы 
(фиг. 27), вероятно, возникают в результате вторичных модифика- 
ций первичной структуры белка. Сходные наборы изоферментов, 
также, по-видимому, представляющие собой продукты одного- 
единственного аллеля, были обнаружены при исследовании ал- 
лельных вариантов некоторых других ферментов, например аде- 
нилаткиназы [107], аденозиндезаминазы [265]| и пептидазы В 
[382]; возможно, что в этих случаях происходят вторичные моди- 
фикации первичных белковых продуктов, дающие множественные 
формы. 

` Существование главных изоферментов лактатдегидрогеназы, 
обнаруживаемых в различных тканях, удается легко о 
образованием тетрамерных комбинаций полипептидных продук 
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различных аллелей трех генов; однако кроме этих главных форм 
с помощью электрофореза можно выделить добавочные, минорные 
компоненты [417]. Эти минорные компоненты, по-видимому, по- 
стоянно присутствуют в каждой ткани совместно с главными ком- 
понентами, хотя их наборы несколько варьируют в различных тка- 
нях. При электрофорезе других ферментных и неферментных бел- 
ков также в ряде случаев были обнаружены минорные компонен- 
ты, связанные с главными. По-видимому, существование таких 
минорных компонентов — вещь довольно обычная. Они наблюда- 
лись для мультимерных ферментов и других белков (например, 
плацентарной щелочной фосфатазы [529] и фосфогексоизомеразы 
[138]), а также для мономерных белков, т. е. белков, молекулы 
которых состоят из 1 полипептидной цепи (например, для миогло- 
бина [155]). Эти минорные компоненты, вероятно, опять-таки об- 
разуются за счет вторичных модификаций первичных белковых 
продуктов. 

После завершения первичного синтеза белка его структура мо- 
жет претерпевать разнообразные изменения. Возможно, например, 
отщепление амидных групп остатков глутамина или аспарагина, 
окисление сульфгидрильных групп, добавление фосфатных групп 
и различных углеводных группировок, расщепление полипептид- 
ной цепи протеолитическими ферментами с утратой фрагмента 
аминокислотной последовательности и т. д. Если такие «вторич- 
ные» модификации затрагивают лишь некоторые белковые моле- 
кулы, или затрагивают все белковые молекулы, но в разной степе- 
ни, или же, наконец, представляют собой ряд стадий, через кото- 
рые проходят белковые молекулы, то данный белок должен 
з каждый момент представлять собой смесь множественных моле- 
кулярных форм. Некоторые изоферменты, обнаруживаемые в тех 
или иных случаях, возможно, часто представляют собой формы, 
образовавшиеся на последовательных ранних стадиях процесса 
денатурации и распада ферментного белка шт \\о. 

Возможны и другие причины появления множественных моле- 
кулярных форм ферментного или иного белка, если он кодируется 
одним аллелем. Так, в некоторых случаях может существовать 
несколько форм, обладающих одинаковой первичной структурой, 
но различной трехмерной конформацией. Иначе говоря, речь идет 
о серии относительно стабильных конформационных изомеров 

[341], различающихся по некоторым свойствам, например по элек- 
трофоретической подвижности, что зависит от относительного чис- 
ла спрятанных в глубине молекулы и остающихся на ее поверхно- 
сти определенных химических группировок. В других случаях серия 
молекулярных форм может состоять из мономеров, димеров, три- 
меров и т. д. единственной субъединицы, которая сама построена 
из одной или нескольких полипептидных цепей (как это характер- 
но для обычных типов гаптоглобинов Нр2-1! и Нр?2-2, см. гл. ПШ). 
Наконец, если ферментный или другой белок прочно связан во 











внутриклеточной среде с какими-либо другими молекулами (боль. 
шими или малыми), то при электрофорезе экстрактов тканей мож- 
но наблюдать картину, напоминающую то, что получается при на. 
личии множественных молекулярных форм. 


У1. РАСПОЛОЖЕНИЕ ГЕННЫХ ЛОКУСОВ, ОПРЕДЕЛЯЮЩИХ 
МНОЖЕСТВЕННЫЕ МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ФОРМЫ БЕЛКА, В ХРОМОСОМАХ 


1. Сцепление и рекомбинация 


Когда в определении структуры фермента или другого белка 
участвует несколько генных локусов, возникает вопрос об их от- 
носительном расположении в хромосомах. 

Рассмотрим случай, когда имеются два локуса, в одном из ко- 
торых могут присутствовать аллели А или а, а в другом — В или 
В. Генотип индивидуума, гетерозиготного по обоим локусам, будёт 
АаВЬ. У такого индивидуума может образоваться четыре типа 
гамет (сперматозоидов или яйцеклеток): АВ, АБ, аВ и а6. Их от- 
носительное число будет зависеть от того, расположены ли локу- 
сы в одной или в разных хромосомах, а если в одной, —то от 
относительного расстояния между ними. Если локусы находятся 
в разных хромосомах, то эти четыре типа гамет будут появляться 
с одинаковой частотой. Если же они расположены в одной хромо- 
соме, то расстояние между ними определяет частоту рекомбина- 
ции соответствующих генов при кроссинговере, который имеет ме- 
сто в мейозе перед образованием гамет. 

При кроссинговере происходит обмен участками между двумя 
хромосомами (точнее, хроматидами) в тот момент, когда они 
конъюгируют в мейозе (фиг. 28). Вообще говоря, кроссинговер 
может происходить в любом месте хромосомы, так что вероят- 
ность рекомбинации между двумя данными локусами зависит от 
расстояния между ними. Например, если у двойных гетерозигот 
с генотипом АаВЬ гены А и В расположены в одной хромосоме, 
а гены аи 6 — в гомологичной хромосоме, то при единичном крос- 
синговере между двумя локусами произойдет рекомбинация генов, 
и в одну из хромосом попадут гены А и В, а в другую — гены а 
и В. Кроссинговер между двумя близко расположенными в одной 
хромосоме локусами будет событием относительно редким, 
а в большинстве образуемых гамет будет присутствовать хромосо- 
ма с какой-либо из первичных комбинаций генов (АВ или а6), 
и лишь немногие из них будут рекомбинантными. Если же расстоя- 
ние между локусами больше, то вероятность кроссинговера между 
ними увеличится и относительное число рекомбинантов соответствен- 
но возрастет. Если, наконец, два локуса находятся достаточно 
далеко друг от друга, так что кроссинговер между ними происхо- 
дит с большой вероятностью, то результат окажется таким же, 
как если бы они располагались на разных хромосомах. В среднем 
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Фиг. 28. Схема кроссинговера в мейозе. 


у 50% гамет будет встречаться первоначальная комбинация генов, 
а 50% будут рекомбинантными. 

Поскольку рекомбинация для генов, расположенных в разных 
хромосомах, происходит легко, снижение частоты рекомбинаций 
между генами двух локусов означает, что эти локусы расположе- 
ны в одной хромосоме. Говорят, что такие локусы «сцеплены». 
Для того чтобы обнаружить сцепление, необходимо установить 
частоту рекомбинаций между генами двух локусов, исследуя рас- 
щепление признаков в семьях. 

Вообще сцепление любых двух локусов можно оценить, опре- 
деляя генотипы детей от браков, в которых один из родителей ге- 
терозиготен по обоим локусам. Браки, в которых один из родите- 
лей гетерозиготен по обоим локусам (АаВЬ), а другой гомозиго- 
тен (ААВВ), особенно информативны. Фиг. 29 иллюстрирует слу- 
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АА ВВ Аа ВЬ АА ВЬ Аа ВВ 
Отношение 0,25 0,25 0,25 0,25 


Фиг. 29. Схема рекомбинации аллелей различных локусов,” расположенных 
в разных хромосомах. 


чай, когда локусы находятся в разных хромосомах. При этом ве- 
роятность четырех возможных генотипов (ААВВ, АаВВ, ААВЬ, 
АаВЬ) у детей одинакова. В среднем половина детей будет иметь 
один из родительских генотипов, а другая половина — рекомби- 
нантные генотипы. На фиг. 30 представлена ситуация, когда ло- 
кусы находятся в одной хромосоме. Здесь приходится рассмотреть 
два случая: первый — когда у гетерозиготного родителя (АаВЬ) 
в одной хромосоме расположены гены А и В, а в гомологичной . 
хромосоме гены а и В, и второй — когда у гетерозиготного родите- 
ля в одной хромосоме расположены гены А и 6, ав другой — гены 
аи В. Говорят, что два гена, например, А и В, находятся в «фазе 
сцепления», когда они расположены в одной хромосоме, и в «фазе 
отталкивания» — в двух гомологичных хромосомах. У детей от та- 
ких браков опять-таки возможно четыре разных генотипа, но их 


относительная частота будет различной в зависимости от расстоя- 
ния, разделяющего локусы. Чем ближе они расположены друг 


к другу, тем реже кроссинговер и меньше число рекомбинантных 
генотипов среди потомков, 
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Фаза сцепления Фаза отталкивания 


ААВВ АаВь Аавв ААВЬ | ЛАВЬ АавВ ААВВ Аа ВЬ 
>0,25 >0,25 <0,25 <0,25 |>025 >05 <025 <0,5 


Ф иг. 30. Схема рекомбинации аллелей различных ”локусов, сцепленных в 
одной хромосоме. 


При использовании подходящих статистических методов уда- 
ется обнаружить сцепление, обследуя два поколения семей типа 
АаВЬХААВВ; данные о каждой семье неизбежно ограничены, по- 
скольку если два локуса расположены на одной хромосоме, то 
неизвестно, находится ли данная пара генов (т. е. А и В) у роди- 
теля, гетерозиготного по обоим локусам, в фазе сцепления иле 
в фазе отталкивания. Это затруднение можно обойти, если со- 
брать сведения о дедах и бабках. Полезны также сведения о дру- 
гих родственниках; вообще чем полнее изучена родословная, тем 
достовернее анализ сцепления. 

В принципе возможно путем изучения достаточного числа ин- 
формативных семей и использования подходящих статистических 
методов решить, сцеплены ли любые два локуса, и если сцеплены, 
то установить их расположение в хромосомах, определяя частоту 
кроссинговера между ними [521]. Далее можно составлять карты 
сцепления с указанием относительного положения различных ген- 
ных локусов в определенных хромосомах. Оказалось, что такой 
анализ У людей крайне трудно выполнить, и потому наши сведе- 
ния о снеплении генных локусов у человека до сих пор краине 
скудны. Очень часто данных, полученных при анализе информа- 
тивных семей, оказывается достаточно только для того, чтобы 
представить себе относительную степень сцепления определенной 
пары локусов. Так, например, обстоит дело с локусами, опреде- 
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ляющими а-, В- и д-цепи гемоглобина, а также с тремя локусами 
фосфоглюкомутазы (Р@Мь РСМ, и РСМ»). Однако и эти резуль- 
таты представляют значительный теоретический интерес, особенно 
в связи с гипотезами о происхождении таких наборов локусов 
в процессе эволюции (см. гл. Ш, разд. Ш). 


2. Локусы а- и В-цепей гемоглобина 





Обнаружено несколько семей, в которых отмечено расщепле- 
ый ние по гену, определяющему вариант а-цепи, и гену, определяю- 
| щему вариант В-цепи. На фиг. 31 представлен пример [73, 300, 
й 584], в котором вариант а-цепи присутствует в необычном гемо- 
| глобине Гопкинс-2, а вариант В-цепи— в НЬ$. Среди потомков 
имеются гетерозиготы по гену, определяющему гемоглобин Гоп- 
кинс-2, а также по гену серповидноклеточности. Расщепление по 
этим генам свидетельствует о том, что локусы, определяющие а- 
| и В-цепи, не могут быть тесно сцеплены. 

Рассмотрим семерых детей от брака между Пь, гетерозиготной 
как по «а»-, так и по «В»-локусу, и Пл, гомозиготным по нормаль- 
ным аллелям этих локусов (фиг. 31). Оказывается, что двое детей 
гетерозиготны по обоим локусам, так же, как и Пэ, а пятеро ге- 
терозиготны по одному из двух локусов, но не по обоим. Если 
у Пь гены кемоглобинов НЬ-Гопкинс-2 и НЬЗ находятся в одной 
хромосоме в фазе сцепления, то из семерых детей пятеро должны 
быть рекомбинантными. Если же у П» аномальные гены находятся 
в фазе отталкивания, то рекомбинантов будет только два. В лю- 
бом случае должен происходить кроссинговер; следовательно, тес- 
ное сцепление локусов маловероятно. 
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Фиг. 31. Родословная, иллюстрирующая расщепление по аллелям, опреде- 
ляющим вариант @-цепи гемоглобина.Гопкинс-2 и вариант В-цепи НЬ$ [73, 584]. 
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Фиг. 32. Родословная, иллюстрирующая:расщепление по аллелям, определяю- 
щим вариант В-цепи НЪЗ и вариант б-цепи НЬА! [270]. 
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Фиг. 33. Родословная, иллюстрирующая расщепление по аллелям, опреде- 
ляющим вариант В-цепи НЬЗ и вариант б-цепи НЬАзфлэтбуш [512]. 


Это заключение подтверждается данными, полученными при 
обследовании других семей [220, 514]. Детальный анализ всей 
совокупности наблюдений показывает, что эти локусы расположе- 
ны или в разных хромосомах, или В одной, но тогда достаточно 
далеко друг от друга, так что кроссинговер между ними — событие 
довольно частое. 
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Фиг. 34. Родословная, иллюстрирующая фёнотипы фосфоглюкомутазы в о 
М,, Рб 2 


3. Локусы В- и д-цепей гемоглобина 


Обнаружено также несколько семей, обследование которых 
позволило исследовать сцепление между локусом, определяющим 
В-цепь, и локусом, определяющим 6-цепь. В этом случае получены 
совершенно иные результаты. До сих пор ни одного достоверного 
случая кроссинговера не наблюдалось, хотя обследовано более 
60 детей от браков, в которых один из родителей был двойной ге- 
терозиготой [430]. 

Типичная родословная‘ представлена на фиг. 32 [270]. Здесь 
По гетерозиготна по гену серповидноклеточности (в В-локусе), 
а также по гену, определяющему вариант НЬА, (в д-локусе), 
обозначаемый НЬА\!. Из 8 ее детей от трех отцов у 4 обнаружена 
только серповидноклеточность (т. е. они гетерозиготны по В-локу- 
су, но не по д-локусу), а у других 4 только НБА} (т. е. они гете- 
розиготны по 6-локусу, но не по В-локусу), и не оказалось ни од- 
ного ребенка, гомозиготного или гетерозиготного по обоим локу- 
сам. Таким образом, можно считать, что эти два локуса сцеплены 
и что гены В и 51 у П» находятся в фазе отталкивания. Вероятно, 
ген ВЗ ИП» получила от отца, а ген 5' — от матери. На фиг. 33 пред- 
ставлена еще одна родословная [512], иллюстрирующая такой же 
случай, с той разницей, что в локусе 6 находится другой мутант- 
ный аллель. Суммируя эти и другие данные, в том числе случаи, 
когда по мутантным аллелям как в В-, так и 6-локусах отмечалось 
расщепление, можно сказать, что эти локусы очень тесно сцепле- 
ны (см. гл. Ш, гемоглобины Лепоре). 

До сих пор ничего не известно о сцеплении локуса, определяю- 
щего у-цепи гемоглобина, и локусов, определяющих его а- или 
В-цепи. Это и неудивительно. Разумеется, исследование расщепле- 
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В которой а расщепление по аллелям в каждом из трех локусов, 
и РСМ: [48 |. 


ния в семьях с вариантами НЬЕ, которые обычно обнаруживаются 
только У плода или у новорожденных, сопряжено с большими 
трудностями. 

Таким образом, в настоящее время можно считать, что локусы, 
определяющие В- и д-цепи гемоглобина, расположены на одной 
хромосоме близко друг от друга (возможно, даже в непосредст- 
венном соседстве), а локус, определяющий а-цепь, находится на 
другой хромосоме, а если и на той же, то на значительном рас- 


стоянии от локусов Ви 6. 


4. Локусы фосфоглюкомутазы (РСМь, РСМ. и РСМ:) 


Данные исследования характера расщепления в семьях, в ко- 
торых родители гетерозиготны по аллелям двух, а в некоторых 
случаях и всех трех локусов фосфоглюкомутазы, указывают на 
отсутствие тесного сцепления. 

На фиг. 34 представлена особенно информативная родословная 
[485]. Путем обычного исследования фермента в эритроцитах бы- 
ло выявлено, что пробанд Из гетерозиготен по редкому аллелю 
локуса РСМ, (фенотип ФГМ» 4-1), так же как гетерозиготен по 
двум обычным аллелям локуса РСМ, (фенотип ФГМ, 2-1). Фено- 
тип ФГМ. обычно невозможно идентифицировать обычными мето- 
дами исследования эритроцитов, однако при исследовании фибро- 
бластов кожи в культуре удалось обнаружить, что этот пробанд 
гетерозиготен также по локусу РСМ: (фенотип ФГМ: 2-1). Таким 
образом, он оказался гетерозиготным по всем трем локусам. При 
аналогичных исследованиях эритроцитов и фибробластов более 
сорока его родственников было обнаружено характерное расще- 
пление (фиг. 34). Анализ родословной показал, что рекомбинации 
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между РСМ, и РСМ», РСМ, и РОМЬ а также РСМ» и РСМ, 
должны наблюдаться сравнительно часто. Это заключение под- 
твердилось при более точных расчетах сцепления. 

Данные других исследований также свидетельствуют об отсут- 
ствии тесного сцепления между РСМ, и РСМЬ, а также между 
РСМ, и РСМ: [263, 265]. Таким образом, можно заключить, что 
локусы РСМь РСМ» и РСМз либо находятся в разных хромосо- | 
мах, либо в одной хромосоме на значительном расстоянии друг | 
от друга (при этом возможно, что в одной хромосоме расположе- | 
ны только два из них). 
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Глава Ш 


ДУПЛИКАЦИИ И ДЕЛЕЦИИ, 
ИХ ВЛИЯНИЕ НА СТРУКТУРУ БЕЛКА 


| ВАРИАНТЫ ГАПТОГЛОБИНА 


Как мы видели, генная мутация, вызывающая замещение од- 
ной аминокислоты в белке, обычно представляет собой изменение 
одного основания в нуклеотидной последовательности гена. Одна- 
ко существуют мутации других типов, при которых происходит 
дупликация (удвоение) или делеция (выпадение) определенных 
участков последовательности ДНК. Подобно мутациям, связан- 
ным с изменением одного нуклеотида, они далее закрепляются 
в процессе репликации ДНК и вызывают соответствующие изме- 
нения структуры полипептида (или полипептидов), кодируемого 
геном (или генами), затронутым мутацией. Примером белка, 
структура которого изменена в результате мутации такого типа, 
может служить одна из обычных вариантных форм гаптоглобина 
(белок сыворотки). 

Сыворотка крови содержит сложную смесь белков, происходя- 
щих из различных тканей. Гаптоглобин, составляющий часть 
фракции а2-глобулинов сыворотки, синтезируется в печени. Для 
него характерна способность прочно и специфично связывать сво- 
бодный гемоглобин. Связывание гемоглобина гаптоглобином про- 
исходит в основном так же, как связывание антигенов антителами, 
однако комплекс гаптоглобин—гемоглобин остается растворимым 
и не выпадает в осадок. 

Роль гаптоглобина в организме неизвестна. Количество гемо- 
глобина, необходимое для насыщения всего гаптоглобина, при- 
сутствующего в нормальной сыворотке, обычно составляет всего 
около 50—150 мг на 100 мл [472], а весь избыточный гемоглобин 
остается в свободном состоянии. Комплекс гаптоглобин—темогло- 
бин, образующийся при распаде эритроцитов, быстро удаляется 
из сыворотки и разрушается в тканях, а свободный гемоглобин 
обычно выделяется с мочой. Возможно, одна из функций гапто- 
глобина состоит в снижении потери железа организмом до мини- 
мума. Кроме того, гаптоглобин, вероятно, имеет значение для 
образования желчных пигментов: показано, что если в нативном 
гемоглобине гем устойчив к действию а-метенилоксигеназы пече- 
НИ, превращающей гем в предшественник биливердина, то гем 
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() 


Тип гаптоглобина 1-1 2-1 2-2 


Фиг. 35. Три обычных типа гаптоглобина (Нр 1-1, Нр 2-1 и Нр 2-2). 


Схема разделения компонентов при электрофорезе в крахмальном геле (рН 8,6). 


комплекса гаптоглобин—гемоглобин легко изменяется под дейст- 
вием этого фермента [457]. 
При исследовании сыворотки различных людей с помощью 


электрофореза в крахмальном геле [586] удалось выделить не- 


сколько различных и весьма характерных типов гаптоглобина 
(фиг. 35). Наиболее часто встречаются типы Нр 1-1, Нр 2-1, 
Нр 2-2; они различаются числом белковых компонентов и их элек- 
трофоретической подвижностью. Молекула Нр 1-1 состоит из одно- 
го-единственного компонента. Компонент с такой же подвижно- 
стью присутствует в Нр 2-1, но не в Нр 2-2. При электрофорезе 
Нр 2-1 и Нр 2-2 обнаруживается ряд компонентов с меньшей под- 
вижностью, чем у Нр 1-1, причем подвижности компонентов Нр 2-1 
не совпадают с подвижностью компонентов Нр 2-2. Таким обра- 
зом, наборы компонентов, соответствующие этим трем типам гап- 
тоглобина, качественно различны, и если просто смешать сыво- 
ротки 1-1 и 2-2, то получить набор компонентов, характерный для 
типа 2-1, не удастся. Практически все европейское население мож- 
но распределить по трем группам соответственно этим трем типам 
гаптоглобина. Около 16% принадлежат к типу 1-Г, около 48$ — 
к типу 2-1 и около 36% — к типу 2-2. Типы гаптоглобина детермини- 
рованы генетически. Первоначально на основе данных посемейных 
обследований был сделан вывод, что в их определении участвует 
пара аллелей аутосомного локуса [594, 595], названных Нр! и Нр?. 
Возникло представление, что индивидуумы Нр 1-1! гомозиготны 
по Нр!, индивидуумы Нр 2-2 гомозиготны по Нр*, а индивидуумы 
Нр 2-1 — гетерозиготны. ‚Отсюда следует, что гомозиготы разли- 
чаются между собой по подвижности и по числу имеющихся у них 
белковых компонентов, а у гетерозигот образуется серия белковых 
компонентов, качественно отличных от компонентов, присутствую- 
щих у гомозигот обоих типов. 
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Фиг. 36. Электрофоретическое разделение цепей Пра гаптоглобинов различ- 
ных типов. 


Электрофорез в крахмальном геле в формиатном буфере (рН 4,0), содержащем мочевину в 
концентрации 8,0 моль/л [590, 592]. 


Исследование структуры очищенных гаптоглобинов сыворотки 
различных типов значительно продвинуло решение этого вопроса. 
Оказалось, что наборы компонентов в случаях Нр 2-1 и 2-2 — это 
не что иное, как серии мультимеров с возрастающей молекуляр- 
ной массой [589]. Эти компоненты, а также единственный компо- 
нент, характерный для Нр 1-1, состоят из полипептидных цепей 
двух различных типов (а- и В-цепи), причем каждая из них пред- 
ставлена в молекуле дважды или более, в зависимости от мо- 
лекулярной массы молекулы. Различия трех обычных типов гапто- 
глобина определяются структурными особенностями а-цепи [592]. 
В-Цепи, по-видимому, идентичны для всех типов гаптоглобина 
[105]. В молекуле гаптоглобина полипептидные цепи сшиты по- 
перечными дисульфидными связями. 

При электрофоретическом изучении а-цепей, выделенных из 
разных гаптоглобинов, была обнаружена дальнейшая генетически 
обусловленная гетерогенность [108, 590, 592]. В препаратах гап- 
тоглобина 1-1 можно различить два типа а-цепей. Их обозначают 
Вр 1Баи Вр 1$а, причем в условиях, использованных для разделе- 
ния, цепи Вр 1Еа имеют несколько большую электрофоретическую 
подвижность (фиг. 36). У некоторых индивидуумов гаптоглобин 
1-1 содержит только цепи Пр 1Еа, а у других — только Вр 15а. 
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Кроме того, имеется еще одна, третья группа людей, в сыворотке 
которых также присутствует Нр 1-1; у них синтезируются оба ти- 
па а-цепей — Пр 1Еа и Бр 1$а. Описанные «маскированные» отли- 
чия в пределах типа Нр 1-[ детерминированы генетически, причем 
данные о характере расщепления, ` полученные при посемейных 
обследованиях, показывают, что должно существовать два разных 
аллеля Нр!. Их обозначают Нр!Ё и Нр!®. У гомозигот по одному 
из этих аллелей образуется Нр 1-1, содержащий только один вид 
а-цепи. У гетерозигот (генотип Нр'ЕНр!®) образуется Нр 1-1, мо- 
лекулы которого содержат два вида’ а-цепей. 

В большинстве случаев а-цепь, полученная из Нр 2-2, при 
электрофорезе обнаруживается в виде одной слабо подвижной зо- 
ны. Этот вид а-цепи обозначают Бр 2а. Как и следовало ожидать, 
удается различить два подтипа Нр 2-1. Нр 2-1 первого подтипа, 
соответствующий генотипу Нр!ЕНр?, содержит а-цепи Пр 1Еа и 
Вр 2а. Нр 2-1 второго подтипа (генотип Нр!®Нр?) содержит цепи 
Вр 15а и Бр 2а. Интересно, что три подтипа Нр 1-1 не удается раз- 
личить с помощью обычного электрофореза нативных гаптоглоби- 
нов, так же как и два подтипа Нр 2-1. 

При исследовании структуры выделенных а-цепей обнаружи- 
лись значительные и притом совершенно неожиданные различия 
между Вр 1За и Пр 1Еа, с одной стороны, и Пр 2а—с другой [109, 
591]. Установлено, что полипептиды Пр 1Еа и Вр 15а имеют моле- 
кулярную массу около 9000 каждый, тогда как полипептид Пр 2а 
почти в 2 раза крупнее — его молекулярная масса около 16000. По- 
липептиды Юр 1ЕРа и Вр 15а содержат по 83 аминокислоты, а по- 
липептид Вр 2а— 142 аминокислоты [61]. Таким образом, ал-. 
лель Нр, по-видимому, определяет полипептидную цепь, размеры 
которой почти в два раза превышают размеры полипептидных це- 
пей, определяемых аллелями Нр" и Нр!. 

На пептидных картах, полученных после обработки цепей 

Вр 1Еа и Вр 1$а химотрипсином, видно, что они различаются все- 
го по одному пептиду. В цепи Пр 1Еа содержится пептид «РЁ», от- 
сутствующий в гидролизате Пр 15а, и наоборот, в цепи Пр 150 
обнаруживается пептид «$5», отсутствующий в гидролизате Нр 1Еа 
[591]: Аминокислотный анализ показывает, что остаток лизина, 
присутствующий в пептиде «Е», в пептиде «5» замещен на остаток 
глутаминовой кислоты. Как выяснилось в результате дальнейшего 
изучения полной последовательности, цепи Вр 1Еа и Вр 1$а раз- 
личаются только по этой одной аминокислоте [61]. Таким обра- 
зом, можно предполагать, что аллели Нр* и Нр!З возникли один 
из другого благодаря обычной мутации, заключающейся в измене- 
нии одного основания ДНК. ы : 

При исследовании пептидной карты, полученной путем гидро- 
лиза цепи Пр 2а, выяснилась совершенно необычная ситуация. 
Оказалось, что в ней содержатся все пептиды, присутствующие 
ив Вр 1Еа ив Вр 159, в том числе оба специфических пептида 
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«Е» и «5». Кроме того, в ней имеется дополнительный пептид «]» 
отсутствующий и в Вр 1Еа ив Вр 1$а [591]. Я 

В настоящее время установлены полные аминокислотные по- 
следовательности всех трех полипептидных цепей — Пр Еа, 
Вр 15а и Вр 2а, определяемых тремя обычными аллелями: Нри", 
Нр и Нр? (фиг. 37) [61]. Цепи Вр 1Еаи Вр 15а, содержащие по 
83 аминокислоты, различаются только в положении 54: в цепи 
пр 1Ра в этом положении стоит лизин, а в цепи Пр 1$0 — глутами- 
новая кислота. Замечательно, что в цепи Бр 29а, состоящей из 142 
аминокислот, первые 71 аминокислота расположены в последо- 
вательности, идентичной последовательности первых 71 аминокис- 
лоты в цепях Пр 1Еа и Вр 150; начиная же с положения 7! и 
вплоть до карбоксильного конца последовательность цепи Пр 2а 
идентична последовательности цепей Пр 1Еа и Вр 15а начиная 
с положения 12 и кончая С-концом этих цепей. Положения, в ко- 
торых в цепях Ир 1Еа и Бр 15а стоят лизин и глутаминовая кисло- 
та, в цепи Пр 2а соответствуют положениям 54 и 113. Известно, 
что в одном из этих положений в цепи Вр 2а находится лизин, 
а в другом — глутаминовая кислота, однако установить, какое 




















тружи- именно положение занимает каждая из этих аминокислот, не уда- 
ИЗИЯ лось. Пептид «]», обнаруживаемый на пептидной карте Пр 2а, име- 
‚ [1 ет последовательность, соответствующую середине полипептидной 
ле цепи. Его отношение к М№-концевой и С-концевой последовательно- 
| стям цепей Вр 1Еа и Пр 15а показано на фиг. 38. 

0. Таким образом, цепь Вр 2а можно рассматривать как соеди- 
- ь ненные конец к концу полипептидные цепи Пр 1Еа и Вр 15а, при- 


т чем в месте соединения утрачено 12 (или 13) остатков с С-конца 
одного из полипептидов Пр 19 и 12 (или 11) остатков с М-конца 
другого полипептида Вр 10. Это означает, что аллель Нр* есть не 
НЫХ что иное, как почти полная дупликация аллеля Нр!. Его нуклео- 
тидная последовательность должна быть в 2 раза длиннее после- 
довательностей аллелей Нр!Р или Нр!$, причем вторая половина 
последовательности, по-видимому, представляет собой точную ко- 
пию первой, не считая того, что они различаются по однои паре 
оснований соответственно различию аминокислотных последова- 
тельностей в цепях Бр 1Еа и Вр 1$. Кроме того, примерно 24Ж3 
пары нуклеотидов в точке соединения утрачено. : 

Как возник такой аллель? Вполне правдоподобное объяснение 
сводится к тому, что вначале он появился у гетерозиготного ин- 
дивидуума с генотипом Нр\ЕНр!$ в результате хромосомной пере- 
стройки, которая привела к практически полному жа (ко- 
нец к концу) нуклеотидных последовательностей Нр*Е и Нр*$ в од- 
ной хромосоме. Такая хромосомная перестроика могла произойти 
в результате того, что в каждой из двух гомологичных хромосом 
(или хроматид) одновременно произошел разрыв, после чего про- 
изошел кроссинговер и затем перекрестное воссоединение (фиг. 39) 
[588]. Можно предположить, что разрыв в одной хромосоме воз- 
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Ф иг. 37. Аминокислотные последовательности различных &- 
Вверху —Пр 1Е% (в положении 54 стоит лизин) и Шр 15% (в положен 
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Фиг. 38. Сравнение последовательности аминокислот в пептиде «Л» (от англ. 

ЧипсНоп — соединение), обнаруженном в гидролизате полипептидной цепи Пр 

20, полученном путем обработки химотрипсином, с М- и С-концевыми последо- 
вательностями цепей Вр 1%. 

Слева М-концевая последовательность цепи Нр 10 (остатки 1...26); в центре — пептид «/» це» 


пи Пр 2% (остатки 58...85). Справа — С-концевая последовательность цепи Вр 1© (остатки 
В вьша ка 58...83). 


ник ближе к дистальному концу локуса гаптоглобина, а в другой 
гомологичной хромосоме — ближе к проксимальному концу локуса 
гаптоглобина. После перекрестного воссоединения в одной хромо- 
соме сосредоточилась большая часть обоих аллелей, соединенных 
конец к концу, а в другой остались лишь небольшие фрагменты 
каждого аллеля. Иными словами, в одной хромосоме произошла 
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Ф иг. 39. Предполагаемый механизм образования аллеля Нр? в результате 


образования разрывов хромосом в пределах аллелей Нр!Ё и Нр! с последую- 
щим аберрантным воссоединением. 


почти полная дупликация локуса Нра (аллель Нр?), а в дру- 
гой — крупная делеция, так что сохранился лишь короткий 
фрагмент нуклеотидной последовательности, который не может 
определять синтез жизнеспособной полипептидной цепи. Формально 
такую ситуацию можно рассматривать как реципрокную транслока- 
цию между двумя гомологичными хромосомами. : 
Транслокации сегментов различных хромосом, вероятно, воз- 
никают как следствие случайных разрывов, за которыми следует 
неправильное воссоединение, как это неоднократно наблюдалось. 
При обследовании с помощью обычных цитогенетических методов 
такие хромосомные транслокации были обнаружены; оказалось, 
что они встречаются в популяции с небольшой, но заметной ча- 
стотой [114]. В большинстве случаев их можно идентифицировать | 
лишь тогда, когда изменения в хромосомах достаточно велики, так 
что их можно заметить в микроскоп — по изменению размера хро- 
мосом, наблюдаемых в Митозе, или по аберрантной конъюгации 
в мейозе. Можно предполагать, что аналогичные изменения, не 
обнаруживаемые с помощью микроскопа из-за их незначительно- 
сти, происходят не менее часто. Вполне вероятно, что ген Нр? воз- 
ник именно таким путем. р | 
Другой возможный способ возникновения аллеля Нр— так 
называемый неравный кроссинговер [61, 591]. Можно представить 
себе, что в мейозе у гетерозиготного индивидуума с генотипом | 
НрНр!З произошла аберрантная конъюгация двух мы 
хромосом и аллели Нр"" и Нр!З соединились неправильно; а 
при кроссинговере дистальный конец одного аллеля соедини, 
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Фиг. 40. Предполагаемый механизм образования аллеля Нр? в результате 
неравного кроссинговера между аллелями: Нр! и Нр?5- 


с проксимальным концом другого, то в одной из хромосом ‘мог 














возникнуть новый аллель Нр? (фиг. 40). Считается, однако, что 
для неравного кроссинговера необходима точная гомология сег- 
ль ментов ДНК двух участков хромосом, участвующих в кроссингове- 
ре, — иначе невозможна аберрантная конъюгация. Исходя из из- 
пед. вестных аминокислотных последовательностей, Блэк и Диксон [61] 
пришли к выводу, что степень гомологии между проксимальными 
и дистальными отделами участков ДНК, кодирующих цепи Пр 1Еа 
дру: и Вр 15а, достаточно высока, чтобы считать эту гипотезу проис- 
ТКИЙ хождения гена Нр? обоснованной. Хотя вопрос окончательно еще 
ое не решен, гипотеза случайных разрывов и воссоединений в на- 
ЛЬНО стоящее время кажется более правдоподобной. Между этими дву- 
ока: ‚мя гипотезами есть одно существенное отличие: в случае неравно- 
го кроссинговера аллель Нр* должен возникать при конъюгации 
803 хромосом в мейозе, тогда как по другой гипотезе это не обяза- 
ьдует тельно. с 
поСР. Как бы ни возник аллель Нр?, несомненно, что неравный крос- 
Одо синговер важен для образования других вариантов гаптоглобина, 
106%» ведущих свое происхождение от цепи Пр 2а. Этот вопрос будет 
й 92. обсуждаться ниже в этой же главе. 
ов 
: |. ДУПЛИКАЦИЯ ГЕНОВ И ЭВОЛЮЦИЯ БЕЛКА 
‚9 Очевидным следствием увеличения длины полипептида Пр 24 
а является тенденция белка, содержащего этот полипептид, к оора- 
НЙ зованию серии стабильных мультимеров все большей молекуляр- 
ий ной массы. Вероятно, это происходит благодаря тому, что за счет 


о добавочных остатков цистеина удлиненных полипептидов образу- 
ются дисульфидные мостики между цепями; таким образом проис- 





т ходит стабилизация молекул гаптоглобина, содержащих ыы 
и число полипептидных субъединиц. Интересно, что Е а т 
м жественные мультимеры, столь характерные для 11р ее. ы 
О человека, не были обнаружены (проводились ар = - г 
И, следования гаптоглобинов целого ряда приматов [483]). Поэтому 
у 

| 
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возникло предположение, что хромосомная перестройка, послу- 
жившая причиной появления дуплицированной полипептидной 
структуры, произошла в результате единичного события через не- 
которое время после того, как эволюция уже привела к появлению 
человека. Исследование распределения типов гаптоглобина в мас- 
штабах всего земного шара показало, что аллель Нр? встречается 
с поразительно высокой частотой в самых разных популяциях 
[577]. Например, у европейцев около 60% всех аллелей Нр со- 
ставляет Нр?, а в некоторых районах Индии и Азии он был обна- 
ружен даже с более высокой частотой. Таким образом, несмотря 
на сравнительно недавнее происхождение аллель Нур? широко рас- 
пространен у человека (фиг. 82). Итак, перед нами убедительный 
пример эволюционного изменения общей структуры белка [140], 

В большинстве случаев удлиненные полипептидные цепи, воз- 
никшие в результате такой частичной дупликации гена, вряд ли 
будут иметь стабильную конформацию. Увеличение длины пПоли- 
пептидной цепи должно сопровождаться значительным изменени- 
ем трехмерной укладки молекулы. Если же необходимо, чтобы 
полипептид соответствовал другим полипептидам в белковой мо- 
лекуле, то кажется просто невероятным, чтобы этим способом мог 
возникать жизнеспособный, полноценный в функциональном отно- 
шении белковый продукт. Можно считать, что только в исключи- 
тельных случаях за счет случайных разрывов и воссоединений 
хромосом может возникать жизнеспособный белок с сильно изме- 
ненной структурой. 

Однако независимо от этого, хромосомные перестройки, оче- 
видно, играют важную роль в эволюции белка, хотя эта их роль 
опосредуется несколько иным путем. Если бы разрывы в гомоло- 
гичных хромосомах (или в паре хроматид) происходили не в са- 
мом участке ДНК, определяющем данную полипептидную цепь, 
а там, где он начинается или кончается, то при последующем пе- 
рекрестном воссоединении могла бы происходить полная дуплика- 
ция гена, Иными словами, в одной хромосоме появилось бы два 
одинаковых гена, расположенных последовательно, причем каж- 
дый из них по отдельности способен определять полипептидную 
цепь одинаковой длины и структуры. Такой тип дупликаций воз- 
можен и для более длинных сегментов хромосом, содержащих не- 
сколько генов. Можно представить себе также другие хромосом- 
ные перестройки за счет разрывов и аберрантных воссоединений, 
в результате которых происходит дупликация генов [672]. При 
этом дуплицированные участки могут быть расположены в одной 
хромосоме непосредственно друг за другом (как В случае гапто- 
глобина) или же могут быть разделены недуплицированными 
участками; далее, оба дуплицированных участка Оу быть одЕ: 
ентированы в одном направлении или же один из них может ока- 
заться повернутым на 180°. Более того, возможны ситуации, когда 
дуплинированные сегменты находятся в двух разных хромосомах. 
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Например, если в одной хромосоме (или в ее хроматиде) образо- 
валось два разрыва, а в другой хромосоме — один разрыв, то сво 
бодный сегмент первой может встроиться в разрыв второй с по- 
следующим воссоединением. 

Такая полная дупликация генов, независимо от того, как она 
возникла, потенциально имеет большое эволюционное значение 
Хотя первоначально никакого структурного изменения соответст- 
вующего фермента или белка, возможно, и не произойдет, впо- 
следствии не исключены мутации с заменой одного основания 
в том или другом дуплицированном участке, и при благоприятном 
течении естественного отбора произойдет дивергенция структуры 
и функции полипептидных продуктов двух локусов. 

Дупликации генетического материала в хромосомах были об- 
наружены много лет назад, и их значение для эволюции было оце- 
нено задолго до установления непосредственного влияния дупли- 
каций на структуру белка. В 1951 году Е. Льюис [378] писал: 
«При мутации гена, сопровождающейся возникновением новой 
функции, должна теряться или нарушаться его способность к об- 
разованию первоначального непосредственного продукта. Посколь- 
ку невероятно, что старая функция совершенно несущественна 
с точки зрения выживания организма, новый ген будет теряться 
прежде, чем он сможет быть испробован, если только в результате 
дупликации старый ген не сохранит старую функцию». 

Эту концепцию можно иллюстрировать на примере различ- 
ных, хотя и структурно близких полипептидных цепей а, В, уи 5, 
встречающихся в разных формах нормального гемоглобина А, Аз 
и Ё В аминокислотных последовательностях этих четырех поли- 
пептидов отмечается сильно выраженная гомология, которую лег- 
ко объяснить исходя из предположения, что гены разных цепей 
гемоглобина произошли от общего исходного гена. Можно пред- 
ставить себе, что эволюционный процесс состоял в ряде дуплика- 
ций гена, за которыми следовал период дивергентной эволюции 

на основе точковых мутаций, приводивших к различным заменам 
аминокислот. Ингрэм [291] предложил простую схему эволюции 
полипептидных цепей гемоглобина (фиг. 41). Порядок возникно- 
вения дупликаций, приведших к возникновению предковых форм 
четырех локусов гемоглобина, во времени должен быть связан 
со степенью гомологии аминокислотных последовательностей че- 
тырех полипептидных цепей в том виде, в каком они существуют 
у современного человека. Так, В- и 5-цепи различаются только по 
10 из своих 146 аминокислот, и поэтому можно, видимо, считать, 
что как отдельные формы они появились сравнительно, нелавно: 
К тому же эти два локуса расположены очень близко друг к другу 
в одной хромосоме, что хорошо согласуется с ая 
их возныкновЕнни 2: фезуиетате дарения г етом 
из 141 аминокислотного остатка в отличие от 8-, \- и б-цепеи, 
имеющих по 146 остатков. Степень гомологии а-цепи и остальных 
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Миоглобин 


а-Цепь гемоглобина 


Предковый 
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Фиг 41. Схема эволюции предкового глобина с образованием @&-, В-, у- и 
р $-цепей гемоглобина, а также цепи миоглобина [291]. 
Каждая точка на схеме указывает на появление дупликации гена. 





























уинияговер- 
цепей, как это ни поразительно, значительно меньше. Очевидно, тМолоГИ 
| дивергенция предковой формы а-цепи произошла гораздо раньше. 
Можно представить себе, что различия в числе аминокислотных 
остатков возникли либо за счет небольших делеций, либо за счет 
наращивания нуклеотидных последовательностей благодаря раз- 
рывам и воссоединениям хромосом после того, как началась ди- 
вергенция. Отсутствие тесного сцепления между а-локусом, с од- 
ной стороны, и В- или 6-локусом — с другой, означает, по-видимо- 
му, что одновременно с первоначальной дупликацией произошло 
разделение локусов или же что транслокация хромосомного сег- 
мента, вызвавшая разделение этих локусов, произошла на какой- 
то более поздней стадии их эволюции. 

Ингрэм предположил, что ген миоглобина также ведет свое 
происхождение от предкового гена гемоглобинов. Миоглобин — 
гемсодержащий белок, участвующий в транспорте кислорода 
в мышцах. В отличие от гемоглобина, он состоит только из одной 
полипептидной цепи, которая по своему размеру (около 150 ами- 
нокислотных остатков) не слишком отличается от полипептидных 
цепей молекулы гемоглобина. Оказалось, что трехмерная структу- 
ра миоглобина поразительно похожа на структуру полипептидов 
гемоглобина, причем между аминокислотными последовательно- 
стями миоглобина и полипептидных цепей гемоглобина имеется 
некоторая гомология. Возможно, на какой-то стадии своей эволю- 
ции цепи гемоглобина приобрели способность объединяться в ди- 
меры, а впоследствии и в тетрамеры, тогда как с цепью миоглоби- 
на этого не случилось. Тетрамерная форма обеспечивает возмож- 
ность так называемого взаимодействия гем—гем и в конечном счете 
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возникновение молекулы гемоглобина, для которого характерна 
сигмоидная кривая диссоциации комплекса гемоглобин — кисло- 
род; такой характер процесса позволяет эффективно переносить 
кислород из легких в ткани. Кривая диссоциации для миоглобина 
с его единственной полипептидной цепью и единственной гемо 
группой имеет форму гиперболы, соответствующую его роли в ка 
честве депо кислорода в мышцах. 

Хотя детали всех этих эволюционных изменений до сих пор во 
многом неясны, основная идея, согласно которой различающиеся 
по структуре полипептиды одного и того же или близких белков 
могут возникать за счет дупликаций из единственного исходного 
гена, очень важна. Это совершенно новый подход к проблеме воз- 
никновения структурной сложности у многих ферментов и других 
белков, молекулы которых состоят из нескольких полипептидных 
цепей, хотя и различающихся по строению, но тем не менее очень 
сходных между собой. 


Ш. НЕРАВНЫЙ КРОССИНГОВЕР 


Кроссинговер — обычный процесс, происходящий между хрома- 
тидами гомологичных хромосом во время их конъюгации, в мей- 
озе. Механизм конъюгации, или синапсиса, при редукционном де- 
лении неизвестен. Обычно это очень точный процесс, для которого 
необходима точная подгонка гена к гену по всей длине конъюги- 
рующих хромосом или по крайней мере на значительном протяже- 
нии. Это соответствие в свою очередь, по-видимому, обеспечивает- 
ся близким соответствием нуклеотидных последовательностей пар 
аллелей. При такой точной подгонке пар гомологичных хромосом 
кроссинговер, происходящий в том или ином участке хроматид, 
как правило, не изменяет и не прерывает нуклеотидные последова- 
тельности ДНК, что можно было бы ожидать в противном случае. 
Там же, где ранее произошла дупликация нуклеотидных последо- 
вательностей ДНК, с большей вероятностью должна происходить 
«неправильная» конъюгация и кроссинговер в этих участках при- 
ведет к перестройке последовательностей ДНК и, следовательно, 
к изменениям кодируемых ими полипептидов. Этот процесс обыч- 
но называют неравным кроссинговером. Используя представление 
о неравном кроссинговере, удается объяснить характерные струк- 
турные аномалии, обнаруженные у определенной группы редких 
вариантов гемоглобина, известных под названием гемоглобины 


«Лепоре» [25]. 


1. Гемоглобины Лепоре 


В гемоглобинах Лепоре, названных так по фамилии семьи, 
в которой они были впервые обнаружены [186], а-цепи вполне 
обычны, зато другие цепи имеют совершенно необычную структу- 
ру. В- и д-цепи гемоглобина Лепоре, как и нормальные р- и б-це- 
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пи, содержат по 146 аминокислот. Однако если первая часть их 
последовательности не отличается от первой части последователь- 
ности 6-цепи, то остальная ее часть соответствует второй части 
последовательности нормальной В-цепи. Детально исследованы 
два типа гемоглобинов Лепоре. В одном из них, НЬ-Лепоревашинетон, 
смена 6д-подобной последовательности на последовательность 8- 
типа происходит между положениями 87 и 116 [25, 356]. В другом 
гемоглобине НЬ-Лепореголландия Смена последовательностей про- 
исходит между положениями 22 и 50 [32, 117]. 

Эти гемоглобины Лепоре обнаружены главным образом у ге- 
терозигот, у которых на их долю приходится около 10—15% всего 
гемоглобина, а на НЪА приходится большая часть оставшегося. Од- 
нако обнаружены и гомозиготные индивидуумы. Характерно, что 
у них отсутствует НБА и НБА, и отмечается хроническая гемоли- 
тическая анемия различной степени тяжести (от умеренной до 
сильной) [145, 463]. 

Последовательности нормальных д- и В-цепей отличаются одна 
от другой по 10 аминокислотным остаткам в положениях 9, 12, 22, 
50, 86, 87, 116, 117, 125 и 126 (фиг. 17). Следовательно, нуклео- 
тидные последовательности соответствующих генов, вероятно, 
идентичны на большей части своего протяжения. Более того, как 
явствует из данных анализа сцепления, обсуждавшихся ранее, эти 
два локуса находятся в одной хромосоме очень близко друг к дру- 
гу, а может быть даже расположены непосредственно друг за 
другом. Таким образом, в мейозе в результате аберрантной 
конъюгации В-локус одной хромосомы может случайно соединять- 
ся с 6-локусом гомологичной хромосомы. Если после этого на дан- 
ном участке произойдет кроссинговер, то может возникнуть новый 
аллель, кодирующий полипептидную пепь с 6-последовательностью 
на одном конце и с В-последовательностью на другом, т. е. цепь 
с той же структурой, что у гемоглобинов Лепоре. 

На фиг. 42 показано, как неравный кроссинговер между В- и 
9-локусами может привести к возникновению двух аномальных 
хромосомных продуктов. В одной хромосоме нормальные В- и 8- 
аллели будут отсутствовать, но появится новый ген (обозначенный 
5-В). В другой хромосоме будут содержаться нормальные аллели 
Вид, а между ними будет расположен новый ген (обозначенный 
8-5). Поскольку обе разновидности детально исследованных гемо- 
глобинов Лепоре связаны с дефектом как нормального НЬА 
(а>В>), так и нормального НБА» (4262), вероятно, что они произо- 
шли от продуктов кроссинговера, утерявших нормальные В- и 8- 
тены. Продукты кроссинговера, сохранившие наряду с новым ге- 
ном также нормальные аллели В и 8, должны кодировать синтез 
как нормальных В- и 6-цепей, так и аномальной В-6-цепи, и потому 
‘обнаружить такие случаи оказывается значительно труднее. 

Исследования структуры НЬ-Лепореголландия Позволяют заклю- 
ить, что в его цепях последовательность аминокислотных остат- 
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ИУС СОННИ ИБН, 
5-В (Лепоре) 


Фиг. 42. Схема возникновения гена гемоглобина Лепоре за счет аберрантной 
конъюгации В- и д-локусов гемоглобина и кроссинговера. 
Кресфиком обозначен участок кроссинговера, 


ков до положения 22 включительно аналогична последовательно- 
сти остатков в нормальной д-цепи, тогда как с положения 50 на- 
чинается последовательность, идентичная таковой нормальной В- 
цепи (фиг. 43). Следовательно, кроссинговер должен был произой- 
ти где-то между триплетами, кодирующими эти два остатка. Ами- 
нокислотная последовательность в промежутке между положения- 
ми 22 и 50 аналогична как последовательности нормальной В-цепи, 
так и последовательности нормальной 6-цепи. Таким образом 
кроссинговер в любой точке этого участка мог давать идентич- 
ные продукты. Здесь мы сталкиваемся с общей особенностью не- 
равного кроссинговера: он может давать одни и те же продукты 
даже в тех случаях, когда имеются значительные вариации дейст- 
вительного положения перекреста. В НЬ-Лепоревашингтон амино- 
кислотные остатки до положения 87 включительно идентичны ос- 
таткам нормальной 6б-цепи, а начиная с остатка № 116 и далее — 
идентичны остаткам нормальной В-цепи. Последовательности 
в промежутке между положениями 87 и 116 идентичны в В- и д-це- 
пях; следовательно, и в этом случае опять-таки кроссинговер в лю- 
бой точке данного участка мог вызвать появление данного ва- 
рианта. 

Необходимо отметить, что результаты исследований структуры 
темоглобинов Лепоре подтверждают заключение, полученное при 
обследовании семей (гл. П, разд. У1.3): В- и б-локусы тесно сцеп- 
лены и вполне возможно, что они локализованы непосредственно 
друг за другом в одной хромосоме. На их основании можно также 
судить о вероятном порядке расположения этих локусов в хромо- 
соме. Условно его можно обозначить 6В, а не Вб, так как М-конец 
в гемоглобинах Лепоре, очевидно, определяется первой частью д- 
локуса, тогда как С-конец определяется второй частью В-локуса. 
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58-Цеь  ОВ-Цель ° б-Цепь 


НЬ-Лепоре  НЬ-Лепоре 
Вашингтон Голланбия  (НЬА») 


МН, 





116 Гис 
17 Гис 
125 Про 
126 Вал 
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Ф`и г. 43. Сравнение аминокислотных последовательностей бВ-цепей НЬ-Лепо- 
Ревашингтон И НЬ-Лепореголландия © Последовательностями } нормальных ; В-и 
6-цепей. 

Показаны только те аминокислоты, которые различаются в В- и 6-цепях. 


2. Неравный кроссинговер как причина 
возникновения некоторых вариантов гаптоглобина 


Можно ожидать, что сам характер дуплицированной последо- 
вательности аллеля Нр? также способствует неправильной конъю- 
тации и, следовательно, ведет к неравному кроссинговеру. В ре- 
зультате могут возникать новые аллели, определяющие а-цепи 
гаптоглобина с отличающейся структурой [460, 591]. 

Например, при мейозе у гетерозиготного индивидуума с гено- 
типом Нр\Нр? аллель Нр!Р в одной хромосоме может конъюги- 
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Фиг. 44. Схема образования аллелей НЕЕ) п Нр! в результате кроссинго- 
вера у гетерозиготы по аллелям Нр^РЗ) и Нр!. 








Буквами Ри $ указаны участки нуклеотидной последовательности генов гаптоглобина с из- 
мененными основаниями, соответствующие тем участкам полипептидов, в которых имеют 
место замещения лизин<—-»глутаминовая кислота (фиг. 37). Крестиком обозначен участок, ко- 


торый претерпевает кроссинговер 


ровать с сегментом «5» аллеля Нр? гомологичной хромосомы бла- 
годаря близкому сходству их нуклеотидных последовательностей. 
Если при этом в соответствующем участке конъюгирующих хрома- 
тид произойдет кроссинговер, то в качестве одного из продуктов 
кроссинговера может образоваться аллель Нр, а в качестве дру- 
гого — новый вариант аллеля’ Нр? (фиг. 44). Этот новый аллель 
Нр? будет в сущности представлять собой почти полностью дупли- 
цированный аллель Нр\*, и если мы запишем стандартную форму 
Нр? как Нр”З), тогда новый аллель можно записать в виде Нр?\ЕЕ). 
Аналогичным образом у гетерозиготы Нр?®ЭН р! может появить- 
ся при кроссинговере другая возможная форма аллеля Нр®, а 
именно Нр?$. Действительно, у некоторых индивидуумов обнару- 
жены варианты полипептида Вр 2а с такими электрофоретически- 
ми свойствами, которые должны быть у полипептидов со структу- 
рой Вр ЕЕа и бр $$а. Вероятно, они кодируются аллелями НрЕЕ) 
и Нр?$3), возникшими в результате неравного кроссинговера [460]. 

Если это действительно так, то могут существовать четыре раз- 
личные формы аллеля Нр? и соответствующие полипептидные це- 
пи Вр 2а должны различаться по наличию лизина или глутамино- 
вой кислоты в положениях 54 и 113 аминокислотной последова- 


тельности: 
Нр”*®Э —> прэ(Е$)а, т. е. 54 Лиз, 113 Глу 
Нр?$®) > 1р2($Е), т. е. 54 Глу, 113 Лиз 
Н^рЭЕР) > Нр2(ЕЕ)о, т. е. 54 Лиз, 113 Лиз 
Нр?$5) р2(5$)а, т. е. 54 Глу, 113 Глу 


Следовательно, для так называемого фенотипа Нр 2-2 возмож- 
но 10 различных генотипических комбинаций (табл. 7), однако 
лишь часть соответствующих полипептидов удается различить 
электрофоретически, даже если исследовать выделенные Пр 2а- 
цепи. Так, если при соответствующей технике электрофореза цепи 
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Вр 2(ЕР)а и Пр 2($$)а, вероятно, можно разделить, равно как 
и отделить их от Пр 2(Е$) а и от Вр 2(5Е) а, то разделить цепи 
Вр 2(Е5)а и Пр 2(5Е)а, очевидно, совершенно невозможно [460]. 
Аналогично фенотип Нр 2-1 может определяться 8 различными 
генотипическими комбинациями (табл. 7), и опять-таки не все из 
них возможно различить с помощью электрофореза. Дифферен- 
циация всех этих различных типов, конечно, будет еще более 
сложной, если, как следует ожидать, случайно возникают самые 
разнообразные варианты гаптоглобина за счет изменений одного 
основания в ДНК, что приводит к замещению аминокислоты в той 
или другой а-цепи и соответственно к изменению заряда. Вообще 
говоря, аллели Нр\Е® и Нр?©$3), по-видимому, встречаются значи- 

тельно реже, чем другие Нр?-аллели (Нр?©Р) или Нр%ЕЗ)). Так, при 

массовом обследовании населения [458] было обнаружено, что 

хотя общая частота аллеля Нр? близка к 0,50, частота каждого 

из аллелей Нр® и Нр?$3) по отдельности составляет лишь око- 

ло 0,01. 

ТАБЛИЦА 7 
Возможные типы Нр?2-2 и Нр2-1 





Гаптоглобин 2-2 Гаптоглобин 2-1 
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[588]. 
Цепь Пр ( 
Рога или | 































ТИП Га 

генотип а-полипептиды генотип а-полипептиды трой 
| ме а [4 

НЕ НрЕЭ) вр 2(Е$)а Нр'Е Нр?®) |пр 1Еа--вр 2(Еб)а “ИХ ок: 

НГУ НАЗ | пр ЕЭа--вр 2(5Е)а Нр! Нр?б®  |вр 1Еа-вр 2(5Е)а В от оду 

НЕ) НрЖЕР) Вр 2(Е)а-Вр 2(ЕЕ)а |Нр'" НрзРР |вр 1Еа-+вр 2(ЕЕ)а а ‘уе 

НХ Нр?$® Вр 2(Е$)а-ЕВр 2(5$) |Нр!" Нр?3) |пр 1Е&-+Вр 2($$)а ми ено 

Нр?©®) Нр?®Е) Вр 2(5Е) В 

Нр?©Е) Нр?ЕР) Вр 2(5Е)©-Вр 2(ЕЕ)а вы 

НА?ЗЕ) Нр25) Вр 2(5Е)а-+Вр 2($5)а |Нр'З Ир?)  |вр 15&--Вр 2(Е5) 

НРЖЕР) Нр2КЕР) Вр 2(ЕЕ)а Нр!® Нр?®®  |рр 15-Е Бр 2(5Е)е 

НАреР Нр’®® | вр ЖЕВа-ьВр 2(35)о |НА! НРУ |вр 1а+вр 2(ЕБ)а 

Но?) Нр?9 Вр 2($$) Нр Нр?$$) Вр 15&-НВр 2($$)а 








У гомозигот Нр?Нр? конъюгация в мейозе должна, как прави- 
ло, происходить так же, как это имеет место в случае любых 
обычных пар аллелей. Однако благодаря близкой гомологии пер- 
вой и второй половин последовательности Нр? существует, вероят- 
но, весьма сильно выраженная тенденция к случайному непра- 
вильному соединению, когда первая половина одного аллеля 
конъюгирует со второй половиной другого (фиг. 45). Если при 


этом в конъюгирующем сегменте произойдет кроссинговер, то мо- 
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Фиг. 45. Схема возникновения «т 


риплицированного» аллеля Нр\ЕЕЗ) и нор- 
мального аллеля Нр!З 


при неравном кроссинговере между аллелями гаптогло- 
бина у гомозиготы Нр“(ЕЗ) Нр“Е). 


Крестиком обозначен Участок кроссинговера. 


жет образоваться новый «триплицированный» аллель и обычный 
Нр'-аллель [588]. Такой «триплицированный» аллель должен ко- 
дировать цепь Пр а, почти в три раза превышающую по размерам 
цепи Пр 1Еа или Вр 1$а. Действительно, был обнаружен крайне 
необычный тип гаптоглобина (так называемый фенотип «Джон- 
сон»), из которого была выделена полипептидная цепь именно 
такого размера [140]. Хотя структура этого удлиненного полипеп- 
тида в деталях пока неизвестна, вполне вероятно, что он представ- 
ляет собой продукт «триплицированного» аллеля гаптоглобина, 


который мог случайно возникнуть в результате неравного крос- 
синговера при генотипе Нр?Нр». 


1У. ДЕЛЕЦИИ 


Некоторые мутации могут выражаться в утрате части 
мы или хроматиды (делеция). Эта аномалия мож 
даваться последующим поколениям за счет 


Удвоения хромосомы. Делеции могут возникать 
появ 


хромосо- 
ет затем пере- 
обычного процесса 


либо в результате 
ления в хромосомах или хроматидах двух или бо 


вторым продуктом мутации, которая первоначаль 
(см. выше), соответствующе 


л, вероятно, аллель гаптоглобин 
лецией: в этом алле 


вместо 249 (83Ж3) в 
ших 83 аминокислоты, 


7—843 


го локусу а-цепи 
а с частичной де- 
ле сохранилось 72 пары оснований (24Ж3} 


исходных аллелях НриЕ и Нра$, кодировав- 







ГЛАВА Ш 





Можно ожидать, что мутантный аллель с делецией части ето 
нуклеотидной последовательности в большинстве случаев Должен 
кодировать аномальный полипептид с весьма необычной структу. 
рой. Характер аномалии будет зависеть не просто от общей длины 
утраченного участка, но конкретно от точного числа пар основа. 
ний, захваченных делецией. Если число утраченных оснований 
равно или кратно трем, то в полипептидной цепи, определяемой 
мутантным аллелем, будет отсутствовать ряд аминокислот, коди- 
ровавшихся утерянной нуклеотидной последовательностью. Иначе 
говоря, последовательность аминокислот, расположенная до де- 
пеции, будет идентична последовательности соответствующей нор- 
мальной полипептидной цепи, а к ней будет непосредственно при- 
мыкать последовательность аминокислот, занимающая в норме 
дистальное положение по отношению к утерянному сегменту. Если 
же число утраченных пар оснований не равно или не кратно трем, 
то изменение структуры полипептида окажется гораздо серьезнее. 
Дело в том, что при трансляции последовательности пар основа- 
ний нуклеиновой кислоты в соответствующую последовательность 
аминокислот полипептидной цепи основания считываются по три, 
и если число утерянных оснований не кратно трем, то все после- 
дующее считывание будет неправильным и содержание кода со- 
вершенно изменится. В результате продуктом аномального аллеля 
будет полипептид, у которого только часть аминокислотной после- 
довательности (проксимальная по отношению к началу утраченно- 
го сегмента) идентична последовательности исходного полипепти- 
да. Такие мутации называют мутациями со сдвигом считывания 
или мутациями со сдвигом рамки. 

Хотя в принципе в результате различных мутаций может воз- 
никать множество аллелей с частичной делецией, очень мало ве- 
роятно, что определяемые ими полипептидные структуры дадут 
начало жизнеспособным белкам, которые удастся так или иначе 
обнаружить. Если белок при этом вообще образуется, то он дол- 
жен быть, как правило, крайне нестабильным и функционально 
неактивным. Только у очень небольшой части мутантов такого ти- 
па можно надеяться найти аномальный белковый продукт. Тем не 
менее удалось обнаружить некоторые варианты гемоглобина со 
структурной аномалией, характер которой свидетельствует о том, 
что они определяются мутантными аллелями с частичной де- 
лецией. 

Один из примеров такого рода вариантов — НЬ-Фрейбург, у ко- 
торого утерян один-единственный аминокислотный остаток [309]. 
Это остаток валина, в норме присутствующий в положении 23 В- 
цепи. В остальном В-цепь, не говоря уже об а-цепи, по-видимому, 
ничем не отличается от нормальных цепей. Этот аномальный ге- 
моглобин был обнаружен у женщины с легкой формой гемолити- 
ческой анемии, а также у двоих из ее детей, но отсутствовал у ее 
родителей и у трех ее братьев. У всех индивидуумов, у которых 
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был обнаружен этот гемоглобин, он присутствовал совместно 
с нормальным НБА. Следовательно, и мать и те из ее детей, в кро- 
ви которых присутствовал аномальный гемоглобин, были гетеро- 
зиготны по редкому аллелю В-локуса, который, вероятно, появился 
впервые в половых клетках одного из ее родителей. Эта мутация, 
очевидно, выражается в делеции трех последовательных пар ос- 
нований, составляющих триплет, который кодирует валин в поло- 
жении 23 В-полипептидной цепи. 

Другой пример — НЬ-Ган-Хилл [75, 524], в котором аномалия 
также обнаружена в В-цепи, но выражается она в утрате 5 ами- 
нокислотных остатков. Точно установить положение делеции пока 
не удалось; по-видимому, делеция захватила остатки 91... 95, 92... 
96 или же 93... 97 нормальной В-цепи. Этот аномальный гемогло- 
бин был обнаружен вместе с нормальным НЬА у взрослого чело- 
века с длительной хронической гемолитической анемией, а также 
у его дочери. По-видимому, оба они гетерозиготны по редкому ал- 
лелю В-локуса, у которого утрачено 15 пар оснований, располо- 
женных подряд. 

Как НЬ-Фрейбург, так и НЬ-Ган-Хилл принадлежат к классу 
«нестабильных» гемоглобинов (стр. 37); их пониженная стабиль- 
ность, вероятно, является следствием нарушения трехмерной кон- 
формации белка из-за утери аминокислот. О нарушении трехмер- 
ной структуры свидетельствуют также другие факты. Так, спектр 
поглощения метгемоглобина НЬ-Фрейбург существенно отличает- 
ся от спектров метгемоглобина А, а также любых обнаруженных 
до сих пор метгемоглобинов НЬМ (стр. 36). Хотя утраченная ами- 
нокислота (В 23) расположена, по-видимому, не слишком близко 
к гемогруппе в трехмерной полипептидной цепи, тем не менее эта 
делеция, вероятно, влияет на структуру цепи таким образом, что 
изменяется взаимодействие гем — глобин. Кроме того, у гетерозигот 
с этой аномалией отмечается постоянный, хотя и слабо выражен- 
ный цианоз вследствие метгемоглобинемии; вероятно, железо в ге- 
ме, связанном с аномальными В-цепями, после того как оно окис- 
лилось, восстанавливается значительно труднее, чем в нормальном 
гемоглобине. 

В НЬ-Ган-Хилл обе гемогруппы, связанные с В-цепями, утеря- 
ны, так что в функциональном отношении белок совершенно ано- 
мален. Этот гемоглобин утратил 5 аминокислот в участке (В 90... 
97), расположенном в норме близко к гемогруппе. Вероятно, имен- 
но из-за отсутствия этих аминокислот гем не может прочно 
связываться с полипептидной цепью. 


У. ДВА АМИНОКИСЛОТНЫХ ЗАМЕЩЕНИЯ 
В ОДНОЙ ПОЛИПЕПТИДНОЙ ЦЕПИ 


Хотя мутация — событие редкое, возможна ситуация, когда 
в одном аллеле случайно возникает сразу 2 независимые мутации. 


я. 














м. ГЛАВА Ш ы 


Тогда оба эти изменения должны отразиться в структуре коди. 
руемого полипептида. х к 

В качестве примера можно привести редкий вариант гемогло. 
бина НЬ-Гарлем [65], первоначально обнаруженный вместе с нор. 
мальным НЬА у здорового негра. Этот человек был, по-видимом 
гетерозиготен по аномальному гену В-локуса и по нормальному 
В-аллелю, поскольку в эритроцитах помимо вариантного гемогло- 
бина содержался также НБА, и у шестерых из девяти его детей 
отмечалась такая же комбинация гемоглобинов. В В-цепи этого 
вариантного гемоглобина в положении 6 вместо глутаминовой 
кислоты стоит валин, так же как в гемоглобине серповидных кле- 
ток, и, кроме того, в положении 73 аспарагиновая кислота заме- 
щена на аспарагин, как в другом редком варианте гемоглобина, 
НЬ-Корле-Бу [349]. Структуру НЬС-Гарлем можно записать сле- 
дующим образом: а2В26Глу-*Вал, 73Асп_Асн, Как и у гетерозигот 
по гену серповидноклеточности, у индивидуумов с НЬС-Гарлем 
и НЬА отмечается серповидноклеточность. Кроме того, этот ва- 
риант гемоглобина, как и НЬ$, плохо растворим в восстановлен- 
ной форме. 

Маловероятно, что аллель, кодирующий необычную В-полипеп- 
тидную цепь в НЬС-Гарлем, возник в результате одной мутации, 
вызвавшей изменение двух удаленных друг от друга оснований 
нуклеотидной последовательности гена. По-видимому, этот аллель 
представляет собой продукт двух совершенно различных мутаций, 
произошедших у разных индивидуумов, живших в разное время. 
Поскольку аллель серповидноклеточности часто встречается у 
негров, изменение в положении б В-цепи, вероятно, произошло 
раньше, чем вторая мутация. 

Интересно отметить, что независимые мутационные изменения 
в одном аллеле могли возникнуть двумя несколько различающи- 
мися способами. Аллель НЬС-Гарлем мог появиться у индивиду- 
ума, у которого в одной хромосоме присутствовал аллель серпо- 
видноклеточности, а в другой — нормальный В-аллель; в этом случае 
мутация должна была захватить триплет № 73 аллеля серпо- 
видноклеточности. Он мог возникнуть также у индивидуума, нес- 
шего аллель, определяющий НЬ$ (а>В26Глу—>Вал), в одной хромо- 
соме и аллель, определяющий НЬ-Корле-Бу (аВэ’ЗАси—>Асн), — 
в другой; в этом случае должен был произойти кроссинговер меж- 
ду триплетом № 6 и триплетом № 73 при нормальной конъюгации 
хромосом в мейозе. Такой кроссинговер вызвал бы появление двух 
рекомбинантных продуктов — одного, кодирующего аномальную 
В-цепь НЬС-Гарлем, и другого, кодирующего нормальную В-цепь. 
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Глава У 


ГЕННЫЕ МУТАЦИИ, 
ИЗМЕНЯЮЩИЕ СКОРОСТЬ СИНТЕЗА БЕЛКА 


1. ГЕНЕТИЧЕСКАЯ РЕГУЛЯЦИЯ СИНТЕЗА ФЕРМЕНТОВ 
И ДРУГИХ БЕЛКОВ 


Генотип не только определяет первичную структуру всего мно- 
жества различных ферментов и других белков, которые способен 
синтезировать данный индивидуум, но осуществляет также регу- 
ляцию скорости их синтеза. Однако механизм, лежащий в основе 
регуляторных функций у высших организмов, все еще очень 
неясен. 
чую рВ-полипеп- Некоторые проблемы, связанные с регуляцией белкового синте- 
днНой мутации, за, можно рассмотреть на примере синтеза гемоглобина у нор- 
уга оснований мальных людей. Этот белок образуется в весьма значительных ко- 
/ этот аллель личествах определенными эритропоэтическими клетками, но не 
ных мутаций, образуется в других клетках организма. Между тем, как полага- 

ное вре ют, во всех этих клетках содержится одинаковый набор генов. 
разное \ Мы вправе задать вопрос, почему в одних клетках гены гемогло- 
встречает о бина активны, тогда как в других активность этих генов подавле- 
‘но, п 0 на. Даже среди клеток, синтезирующих гемоглобин, наблюдаются 
хорошо заметные различия. Все они, по-видимому, имеют Ё-, у- 
и б-локусы. Однако у плода скорость синтеза у-цепи значительно 
превышает скорость синтеза В-цепи, тогда как у взрослых людей 
синтезируются преимущественно В-цепи, синтез же у-цепи настоль- 
. ко незначителен, что его трудно обнаружить. Кроме того, у взрос- 
у лых синтезируется б-цепь со скоростью, примерно в сорок раз 
й меньшей, чем скорость синтеза В-цепи. На фиг. 46 показано соот- 
ее ношение скоростей синтеза различных полипептидных цепей ге- 
\ моглобина. 
ной т Аналогичная проблема возникает в связи с распределением 
В А к ферментных белков. Некоторые ферменты находят в большинстве 
и № тканей организма, причем их белковые компоненты, по-видимому, 
м одинаковы во всех клетках. Распространение других ферментов 
и значительно более ограничено. Некоторые типы ферментативной 
И ‘активности характерны только для какой-то одной или немногих 
ый тканей. Известно также много случаев, когда широко распростра- 
50 ‘ненные ферменты образуются в разных тканях с заметно отличаю- 
ай? чцейся скоростью. Далее, одну и ту же метаболическую функцию 
} в различных тканях могут выполнять отличные по структуре фор- 
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Фиг. 46. Синтез а-, В-, у-, д- и =-цепей гемоглобина у плода и на ранних ста- 
диях постнатальной жизни [275]. 


мы ферментов (изоферменты). Например, фосфорилаза печени 
отличается по своей структуре от фосфорилазы мышц, причем ген- 
ная мутация может изменять одну из них, не влияя на структуру 
другой. Однако обе фосфорилазы участвуют в деградации глико- 
гена одинаковым образом. Точно так же альдолаза или пируват- 
киназа в разных тканях различаются по своей структуре, и мута- 
ция, затрагивающая одну из форм, может никак не отразиться на 
другой. Еще один пример — существование различных изофермен- 
тов лактатдегидрогеназы, специфичных для той или иной ткани 
Е 

Все эти факты, быть может, не слишком удивительны, посколь- 
ку они отражают дифференцировку тканей многоклеточного орга- 
низма. Итак, каждая клетка способна синтезировать вполне ха- 
рактерные ферментные и другие белки, что составляет лишь часть 
всего набора белков целого организма. Поскольку все клетки од- 
ного индивидуума (разумеется, речь идет о клетках, имеющих ядра; 
они составляют подавляющее большинство клеток организма) за 
исключением гамет имеют одинаковый набор генов, приходится 
предположить, что в каждой клетке активность большинства генов 
постоянно подавлена. 

Таким образом, проблему генетической регуляции синтеза бел- 
ка следует рассматривать как часть более широкой проблемы 
эмбриогенеза и дифференцировки. До сих пор удовлетворительной 


общей теории, адекватно объясняющей эти процессы, не суще- 
ствует. 
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|. СТРУКТУРНЫЕ ГЕНЫ И ГЕНЫ-РЕГУЛЯТОРЫ 


Наиболее известная гипотеза регуляции синтеза белка была 
выдвинута Жакобом и Моно [301], которые исследовали мутанты 
Е. сой с измененным синтезом некоторых индуцируемых фермен- 
тов. Жакоб и Моно предположили, что все гены можно разделить 
на два главных класса в зависимости от функций, которые они 
выполняют при синтезе белка: структурные гены, определяющие 
первичные последовательности аминокислот в определенных бел- 
ках, и гены-регуляторы; их функция состоит в регуляции скорости 
синтеза определенных белков в конкретных условиях внутрикле- 
точной среды. Жакоб и Моно предположили, что структурные ге- 
ны, определяющие аминокислотные последовательности белков со 
связанными метаболическими функциями, должны быть, как 
правило, тесно сцепленными в хромосоме. Являются ли эти гены 
функционально активными (т. е. образуют ли они информацион- 
ную, или матричную РНК, сокращенно мРНК) или, напротив, их 
активность подавлена, зависит от состояния особого участка ДНК, 
называемого оператором, который локализуется на одном конце 
набора сцепленных структурных генов. Такая группа смежных 
структурных генов, находящихся под контролем единственного 
оператора, называется опероном и, согласно современным пред- 
ставлениям, ведет себя как единое целое при образовании мРНК 
(т. е. в процессе транскрипции). Гипотеза Жакоба и Моно посту- 
лирует, что состояние оператора и, следовательно, активность со- 
ответствующих структурных генов, контролируется особым веще- 


ством — репрессором, который является продуктом  гена-регу- 
лятора. 


Первоначально химическая природа постулируемого репрессо- 
ра была не ясна. Однако позже было показано, что репрессоры 
различных структурных генов представляют собой белки [198, 
504]. Таким образом, как гены-регуляторы, так и структурные ге- 
ны кодируют аминокислотные последовательности специфических 
белков, и различие между ними определяется лишь функциональ- 
ной ролью белков, которые они контролируют. 


Взаимосвязь между всеми этими генетическими единицами ил- 
люстрируется схемой, приведенной на фиг. 47. Буквами $1, 55 и $3 
обозначены структурные локусы, нуклеотидные последовательно- 
сти которых определяют аминокислотные последовательности по- 
липептидных цепей Ру, Ро и Рз; М,, Мь, Мз—информационные РНК, 
образуемые, вероятно, в виде единой непрерывной полинуклеотид- 
ной цепи. О — оператор, расположенный непосредственно рядом 
< $1. Гены О, 5, $. и 53 вместе составляют оперон; ЮС — ген-ре- 
тулятор, продуктом которого является репрессорный белок ВЮ. Этот 
белок может специфически связываться с оператором О; при этом 
активность структурных генов по всей длине оперона репрессиру- 
ется. Кроме того, он способен образовывать комплексы с некото- 
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Фиг. 47. Регуляция активности структурного гена по Жакобу и Моно. 
т А — репрессия структурного гена; Б — дерепрессия структурного гена. у Котор 
Гу ета 

т Тем Ко 

рыми малыми молекулами (так называемыми индукторами), ко- , Она 
торые могут присутствовать во внутриклеточной среде. При обра- 
зовании комплекса с индуктором конфигурация репрессорного 

} белка Ю меняется таким образом, что он утрачивает способность 

| взаимодействовать с оператором, и активность структурных генов 

й проявляется беспрепятственно. Таким образом, присутствие опре- 

м деленных метаболитов, образующих специфические комплексы с 

В белком Ю, влияет на синтез всех полипептидов (Р4, Р› и Р3), ко- 

в дируемых структурными генами оперона. В отсутствие такого 

. метаболита активность структурных генов подавлена (репрессия). 





тор 


Напротив, в присутствии этого метаболита структурные гены про- 

являют большую или меньшую активность в зависимости от его 

концентрации и сродства к белку К. 
у Мутация в каком-либо структурном локусе (скажем, 55) обыч- 
но влияет только на синтез соответствующей полипептидной цепи 
(Р.), изменяя ее структуру, например вызывая замещение одной 
аминокислоты. В то же время мутация в локусе регулятора долж- 
на влиять на скорость синтеза всех полипептидов, определяемых 
структурными генами данного оперона, но не на их структуру. 
| Такая мутация может выражаться в таком изменении респрес- 
11 сорного белка К, при котором он окажется неспособным взаимо- 
И действовать с оператором; при этом будет происходить постоян- 
| ный и неконтролируемый синтез полипептидов Р,, Р. и Р-з, незави- 
1 симый от изменений внутриклеточной среды. Возможна также му- 
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тация гена-регулятора, при которой изменившийся белок Ю не 
сможет больше образовывать комплекс с молекулой метаболита- 
индуктора, но сохранит способность воздействовать на оператор. 
При этом будет наблюдаться постоянная репрессия синтеза поли- 
пептидов. Можно себе представить также мутации оператора. Му- 
тации оператора могут вызывать либо постоянную репрессию, ли- 
бо постоянную активацию структурных генов независимо от того, 
присутствует ли репрессор А в активном состоянии или нет. Важ- 
ным следствием описанной схемы является то, что у гетерозигот 
мутация оператора должна изменять активность только тесно 
сцепленных структурных локусов, расположенных в одной и той 
же хромосоме, тогда как наличие мутантного гена-регулятора 
у гетерозигот должно одинаково сказываться на активности струк- 
турных генов в обеих гомологичных хромосомах. 

С тех пор как Жакоб и Моно предложили свою общую схему ре- 
туляции синтеза ферментных и других белков, было выполнено 
множество работ, главным образом на различных ферментных 
системах микроорганизмов, результаты которых подтвердили ее ос- 
новные положения. Однако данных, касающихся высших организ- 


‘мов, до сих пор еще очень мало. В частности, фактически отсут- 


ствуют данные, которые доказывали бы существование у млеко- 
питающих и у человека регуляторных и операторных локусов, 
близких к тем, которые постулировали в своей гипотезе Жакоб 
и Моно. Однако совершенно ясно, что у высших организмов дол- 
жен существовать какой-то механизм весьма точного генетическо- 
го контроля скорости синтеза ферментов и других белков. 

У человека обнаружено множество разнообразных наследствен- 
ных аномалий, в том числе специфические дефекты определенных 
ферментов и других белков. Неоднократно выдвигалось пред- 
положение, что многие из них должны быть обусловлены мутация- 
ми генов-регуляторов или генов-операторов. Последующие иссле- 
дования показали, что в некоторых случаях на самом деле наблю- 
даются аномалии структуры белка и, следовательно, мутация 
должна изменять не оператор или регулятор, а структурный ген 
белка (как это, например, имеет место при акаталазии [4]). 
В других же случаях имеющихся данных недостаточно для того, 
чтобы сделать обоснованный выбор между различными предполо- 
жениями. 


11. СКОРОСТЬ СИНТЕЗА ПОЛИПЕПТИДНОЙ ЦЕПИ 
И СТРУКТУРА ГЕНОВ 


В связи с общей проблемой генетического контроля скорости 
синтеза специфических белков необходимо рассмотреть еще одну 
возможность, которая состоит в следующем: нуклеотидная после- 
довательность данного структурного гена помимо того, что она 
кодирует аминокислотную последовательность полипептидной це- 
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пи, может в какой-то мере опреде 
296—298]. 


лять скорость синтеза цепи [71 
При синтезе специфической полипептидной цепи участок 


1 ДН 
кодирующий ее аминокислотную  последовательность, и. 
транскрибируется в соответствующую цепь мРНК. Прикрепляясь 


к рибосомам, мРНК функционирует как матрица для синтеза по- 
липептидной цепи, последовательно связывая молекулы ТРНК, не- 
сущие активированные аминокислоты. Общая скорость синтеза 
специфического белка зависит от скоростей этих различных ста- 
дий, а также, разумеется, от скоростей последующих стадий, не- 
обходимых для завершения формирования белковой молекулы, 
Так, общая скорость синтеза белка может лимитироваться ско- 
ростью образования мРНК, ее стабильностью, скоростью ее при- 
соединения к рибосомам и освобождения с рибосом, скоростью 
инициации связывания тРНК и скоростью последовательного свя- 
зывания молекул тРНК, несущих соответствующие аминокислоты, 
с триплетами оснований мРНК, скоростью освобождения завер- 
шенных полипептидных цепей с рибосом и скоростью взаимодей- 
ствия упакованных полипептидов с другими полипептидами в слу- 
чае мультимерных белков. Скорость образования мРНК, ее ста- 
бильность, а также связывание с рибосомами и освобождение 
с них может зависеть от ее точной нуклеотидной последовательно- 
сти, которая в свою очередь определяется нуклеотидной последо- 
вательностью данного структурного гена. Кроме того, скорость 
образования полипептидной цепи на рибосомах может зависеть 
от специфической последовательности мРНК или от доступности 
различных молекул тТРНК, необходимых для сборки полипептид- 
ной цепи. Далее, последовательность аминокислот в полинептиде 
может влиять на скорость укладки полипептидной цепи, по мере 
ее сборки, с образованием определенной конформации, а также, 
возможно, и на скорость освобождения полипептида с рибосом. 
Наконец, структура полипептида может влиять на скорость связы- 
вания с другими полипептидами или с простетическими группами 
с образованием конечного белкового продукта. Таким образом, 
специфическая нуклеотидная последовательность каждого струк- 
турного гена или генов может разными способами и на разных 
уровнях влиять на скорость синтеза данного белка. 

Для обнаружения такого влияния полезно провести анализ ге- 
терозигот по мутантным структурным генам. Известны, например, 
случаи, когда у гетерозигот два полипептидных продукта синте- 
зируются в разных количествах. Было высказано предположение, 
что иногда это может быть следствием различий в скорости син- 
теза этих цепей, обусловленных различиями нуклеотидных после- 
довательностей соответствующих аллелей. Иллюстрируем сказан- 
ное на примере гетерозигот по гену серповидноклеточности, а так- 
же гетерозигот по гену гемоглобина С. Известно, что у носителеи 
гена серповидноклеточности в эритроцитах содержится больше 
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НЬА, чем НЬ$. В среднем около 60... 65% имеющегося гемоглоби- 
на составляет НБА (а2В») и около 35... 44% приходится на долю 
НЬЗ (02828 Глу_>Вал) [680, 698]. Сходная диспропорция наблюда- 
ется у носителей гена гемоглобина С: здесь опять-таки количество 
НЬА значительно больше, чем НЬС. Общее количество гемоглоби- 
на у гетерозигот обоих типов в среднем не отличается заметно от 
количества гемоглобина у нормальных гомозигот. Далее, хотя ва- 
риантные гемоглобины и НБА, быть может, несколько различают- 
ся по своей стабильности, тем не менее эти различия, по-видимому, 
слишком малы, чтобы мы были вправе объяснить наблюдае- 
мую картину преимущественным распадом вариантного гемогло- 
бина. Вероятно, в этих случаях характерная диспропорция в со- 
держании двух гемоглобинов у гетерозигот обусловлена различия- 
ми в скорости синтеза [71, 297]. Таким образом, скорость синтеза 
полипептидной цепи В! лу—>Вал у носителей серповидноклеточно- 
сти или полипептидной цепи ВГ7у—Лиз у людей с гемоглобином С 
значительно меньше, чем скорость синтеза нормальной В-цепи. 

В каждом из этих случаев мутация, вызывая замену одного осно- 

вания, изменяет нуклеотидную последовательность мРНК и, да- 

лее, аминокислотную последовательность соответствующего поли- 

пептида, в котором происходит замена одной-единственной амино- 

кислоты. Теоретически любое из этих изменений может ограничи- 

вать общую скорость синтеза по сравнению со скоростью синтеза 

нормального полипептида. Однако точная природа предполага- 

емых взаимоотношений между структурой генов и скоростью 

синтеза полипептидных цепей в описанных случаях остается 

неясной. 

Подобная зависимость скорости синтеза белка от структуры гена 
может иметь место не только при ‘синтезе вариантных полипепти- 
дов, определяемых мутантными или аномальными генами, но так- 
же в случае так называемых нормальных аллелей. В самом деле, 
вполне возможно, что в любом гене присутствует один или даже 
несколько триплетов, накладывающих ограничения на некоторые 
стадии синтеза полипептидных цепей и, следовательно, ограничи- 
вающих общую скорость синтеза данного белка. Уместно вспом- 
нить, что некоторые аминокислоты кодируются несколькими три- 
плетами мРНК и им соответствуют разные тРНК. Итак, триплет, 
кодирующий определенную аминокислоту, а также доступность со- 
ответствующей тРНК в клетке могут в значительной мере опреде- 
лять общую скорость синтеза полипептида. Интересный случай 
явного неравенства скоростей сборки двух полипептидных цепей, 
определяемых разными локусами, можно наблюдать на примере 
В- и б-цепей гемоглобина [691]. Эти цепи различаются только по 
10 аминокислотам, так что соответствующие гены должны быть 
очень сходными. Однако в норме ‘скорость сборки В-цепей значи- 


тельно превосходит скорость сборки б-цепей, хотя точные причины 
этого неизвестны. 
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Каков бы ни был в деталях механизм, определяющий о 
ные различия, идея, согласно которой ген по самой природе Своей 
нуклеотидной последовательности может осуществлять контроль 
скорости синтеза кодируемого полипептида, очень важна, Она 
позволяет в принципе объяснить многие случаи характерных раз- 


личий в содержании различных ферментов и других белков в од- 
ной клетке. 


писан- 


\У. НАСЛЕДУЕМЫЕ НАРУШЕНИЯ СКОРОСТИ 
БЕЛКОВОГО СИНТЕЗА — ТАЛАССЕМИИ 


Известны многочисленные наследуемые аномалии, при которых 
главный дефект состоит в недостатке определенного белка. Мно- 
гие из этих аномалий возникают в результате мутаций, выражаю- 
щихся в значительном, но специфичном снижении скорости син- 
теза одной или нескольких полипептидных цепей. Лучше всего 
изучены дефекты синтеза гемоглобина, в частности ряд хрониче- 
ских гемолитических анемий, известных под общим названием та- 
лассемий. По-видимому, они определяются разными аномальными 
генами в различных гетерозиготных и гомозиготных комбинациях. 
Однако точная природа таких мутаций и механизмов возникнове- 
ния наблюдаемых дефектов синтеза гемоглобина до сих пор не 
выяснена. Талассемии, видимо, представляют собой частный слу- 
чай аномалий, составляющих целый класс близких болезней об- 
мена, связанных со специфическими нарушениями скорости синте- 
за разнообразных белков, в том числе ферментов. Поэтому про- 
блемы и трудности, возникающие при исследовании талассемий, 
представляют некоторый общий интерес. 

Обычно талассемии классифицируют в зависимости от того, ка- 
кая из полипептидных цепей синтезируется с уменьшенной ско- 
ростью, определяя тем самым дефицит гемоглобина [292]. Напри- 
мер, при так называемых В-талассемиях нарушен главным обра- 
зом синтез В-цепи, тогда как при а-талассемиях в первую очередь 
затрагивается синтез а-цепи. 


Опубликованы детальные обзоры различных случаев талассе- 
мии [448, 674, 675]. 


1. В-Талассемия 


В-Талассемия довольно сильно распространена в некоторых 
средиземноморских странах (например, в южной Италии и в Гре- 
ции), а также во многих районах Индии и Дальнего Востока. Ве- 
роятно, этот тип анемии связан с присутствием в популяции це- 
лого ряда различных мутантных генов; хотя все они подавляют 
синтез В-цепи, но степень снижения скорости синтеза, по-видимо- 
му, сильно варьирует от одного гена к другому. В некоторых слу- 
чаях синтез В-цепи может подавляться полностью или почти пол- 
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ностью. В других случаях синтез В-цепи продолжается, но со зна- 
чительно меньшей скоростью. 

У гомозигот по таким аномальным генам наблюдается тяже- 
лая форма анемии, Ша|аззепйа тафог (анемия Кули). Заболева- 
ние проявляется обычно вскоре после рождения, в тот период, 
когда обычно синтез у-цепи уступает место синтезу В-цепи. Тяже- 
лая анемия возникает из-за дефицита гемоглобина А (422). Это 
создает своего рода «стресс-ситуацию» для эритроидного компо- 
нента костного мозга, и в результате за счет какого-то неизвест- 
ного механизма он начинает постоянно производить клетки, сохра- 
няющие способность к синтезу эмбрионального гемоглобина НЬЕ 
(у). Поэтому большая часть гемоглобина представлена НЬК; 
НЬА (или очень близкий к нему гемоглобин) присутствует лишь 
в незначительном количестве, а в самых тяжелых случаях он мо- 
жет полностью или почти полностью отсутствовать. Синтез у-цепей 
продолжается непрерывно, однако обычно этого совершенно недо- 
статочно для того, чтобы компенсировать дефицит В-цепей. По- 
этому концентрация гемоглобина в эритроцитах заметно снижает- 
ся. Кроме того, значительно понижено общее число циркулирую- 
щих эритроцитов, и они сильно различаются по форме и размерам 
(пойкилоцитоз и анизоцитоз). 

Исследования кинетики синтеза глобина в эритроцитах при 
В-талассемии [29, 31, 276, 676] показали, что скорость образова- 
ния В-цепи сильно уменьшена, причем синтез о-цепи значительно 
превосходит синтез В- и у-цепей. Образуется большой избыток 
а-полипептидов, которые, очевидно, очень нестабильны и легко 
преципитируют, связываясь со стромой эритроцитов, что в свою 
очередь способствует преждевременному разрушению эритроци- 
тов. Следовательно, тяжелая анемия, сопровождающая В-талас- 
семию, возникает не только в связи с общим дефицитом гемогло- 
бина, но также из-за увеличенной скорости деструкции эритро- 
цитов. 

У гетерозигот часто отмечается легкая форма анемии ({а!аз- 
зепа пипог), которая весьма вариабельна по характеру течения, 
причем нередко встречаются стертые формы заболевания. Обычно 
наблюдаются типичные аномалии морфологии эритроцитов (ми- 
ме анизоцитоз, мишеневидные клетки). При этом большую 

гемоглобина составляет НЬА, однако наблюдается харак- 
терное увеличение доли гемоглобина А> (0262) до 4... 7% вместо 
2... 3% [355]. Следовательно, синтез д-цепи, по-видимому, проте- 
кает несколько интенсивнее обычного. Содержание НЬЕ также 
может быть увеличено (0,5... 4% общего содержания гемоглоби- 
на), причем интересно, что он неравномерно распределен между 
эритроцитами, 

Гетерозиготы по гену В-талассемии могут быть, кроме того, 
О из генов, определяющих вариантные ге- 

альной В-цепью, такие, как НЬ$, НЬС или НЬЕ. 
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В результате возникают сложные формы анемии: талассемия/НЬ$ 
талассемия/НЬС и т. д. В таких случаях в эритроцитах преоблада. 
ют вариантные гемоглобины, их содержание достигает 70% (или 
более) всего имеющегося гемоглобина. По-видимому, в этих слу- 
чаях синтез вариантной В-цепи (т. е. В3, ВС или ВЕ) не подавлен, 
так что по относительному содержанию НЬА можно до некоторой 
степени судить о степени подавления синтеза нормальной В-цепи, 
связанного с присутствием данного гена В-талассемии. В некото- 
рых случаях нормальная В-цепь практически отсутствует. 
Имеется две гипотезы относительно природы мутаций, вызы- 
вающих нарушение синтеза В-цепи, характерное для В-талассемии, 
Согласно одной из них, мутации происходят в структурном локу- 
се, определяющем аминокислотную последовательность В-цепи. 
В этом случае гены В-талассемии должны быть аллельны генам, 
определяющим вариантные В-цепи, такие, как НЬ$ и НЬС. Вторая 
гипотеза утверждает, что мутации затрагивают другой локус, ко- 
торый связан с регуляцией скорости синтеза В-цепи в норме. 

Некоторые полезные сведения на этот счет удается получить 

при обследовании семей, среди членов которых имеются двойные 
гетерозиготы (т. е. индивидуумы с талассемией/НЬ$ или с талас- 
семией/НЬС). В настоящее время исследовано значительное число 
информативных семей такого типа [448, 675]; оказалось, что, за 
несколькими возможными исключениями, в подавляющем боль- 
шинстве случаев дети, родители которых являются двойными ге- 
терозиготами, получают от них либо ген В-талассемии, либо ген 
вариантной В-цепи, но не оба аномальных или оба нормальных 
гена сразу (табл. 8). Анализ родословных свидетельствует о том, 
что эти гены либо принадлежат к одному локусу (т. е. являются 
аллелями), либо если гены присутствуют в разных локусах, то 
они должны быть тесно сцеплены, а то и расположены непосред- 
ственно друг за другом в одной хромосоме. Поскольку в этих 
семьях родители, являющиеся двойными гетерозиготами, по-ви- 
димому, передают любому ребенку какой-либо один из аномаль- 
ных генов, а не оба, мы можем заключить, что если имеются два 
раздельных локуса, то в каждом случае у двойных гетерозигот 
аномальные гены расположены в разных хромосомах пары (т. е. 
находятся в фазе отталкивания). 

Однако имеющихся данных недостаточно, чтобы сделать обо- 
снованный выбор между гипотезой аллелизма и альтернативной 
гипотезой, предполагающей существование двух отдельных, но 
тесно сцепленных локусов. Необходимо отметить, что при иссле- 
дованиях такого рода приходится сталкиваться с значительными 
трудностями. Если степень сцепления достаточно велика, то для 
того, чтобы обнаружить кроссинговер, необходимо обследовать ог- 
ромное число информативных семей; при этом, однако, результа- 
ты могут быть искажены из-за наличия в семьях внебрачных де- 
тей. Особые проблемы возникают в связи с вариабельностью про- 
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Потомки от браков между непораженными индив 
гетерозиготными по генам В-талассемии и ва 
(дополнительные данные, полученные другими исследовате 
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риантной В-цепи гемоглобина 
лями, суммированы в работах [448, 675]) 
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о б Число предполагается кроссинговер предполагается отсутствие кроссинговера Источник 
ип брака браков данных 
всего 
аномальный гетерозиготы гетерозиготы только 
ВНЬ—В-та- нормальный только по гену по гену аномального 
лассемия В-талассемии гемоглобина 
- : 
| 
НЬ$/В-талассемиях М й —. р 13 12 26 [100] 
НЬ$/В-талассемиях М 6 — — 7 11 18 [675] 
НЬС/В-талассемия х М 2 РИ — 6 4 | 10 [675] 
Всего 15 — Ри 26 ЭТ 54 
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явления генов В-талассемии и отсутствием надежного критери 
наличия этих генов. Так, оказывается затруднительным четко ва 
личать гетерозиготы со стертыми формами талассемии и гомозиго. 
ты по нормальному аллелю. Кроме того, очень сложно, а в некото. 
рых случаях, вероятно, и вовсе невозможно различить по фенотипу 
индивидуумов, гетерозиготных по гену В-талассемии, вызывающе- 
му сильное или даже полное подавление синтеза В-цепи, и двой- 
ных гетерозигот, у которых этот ген и ген, определяющий вариант- 
ную В-цепь, расположены в одной хромосоме (т. е. в фазе сцепле- 
НИЯ). Можно ожидать, что у таких двойных гетерозигот синтез 
вариантной В-цепи будет полностью или почти полностью подав- 
лен, так что должна наблюдаться примерно та же картина, что 
И для индивидуума, гетерозиготного по гену В-талассемии [448], 
Такова ситуация в случаях, когда встает вопрос о предполагаемом 
кроссинговере 

Если ген В-талассемии в действительности присутствует не 
в структурном локусе В-цепи, а в тесно сцепленном с ним локусе, 
тогда данные, полученные при исследовании двойных гетерозигот 
типа В-талассемия/НЬ$ или В-талассемия/НЬС, свидетельствуют 
о том, что ген В-талассемии может подавлять только активность 
структурного локуса В-цепи, расположенного в той же хромосоме. 
Это явствует из того факта, что у таких гетерозигот скорость син- 
теза вариантной В-цепи (т. е. НЬ$ или НЬС), по-видимому, не 
изменена. В таком случае локус В-талассемии может соответство- 
вать оператору Жакоба и Моно, который контролирует активность 
соседнего структурного гена В-цепи. Поскольку при В-талассемии 
синтез 6-цепи не репрессирован, следует предположить, что тесно 
сцепленные структурные локусы 6- и В-цепей не находятся под 
контролем одного и того же оператора и, следовательно, не состав- 
ляют единого оперона. 

С другой стороны, если гены В-талассемии возникли в резуль- 
тате мутации в одном локусе, определяющем структуру В-цепи 
то встает вопрос, каков в этом случае механизм подавления син- 
теза В-полипептида. Теоретически такое подавление могло бы до- 
стигаться за счет изменения нуклеотидной последовательности 
структурного гена, поскольку при этом накладывается жесткое 
ограничение на скорость какой-либо одной из стадий нормальных 
процессов транскрипции и трансляции, приводящих к окончатель- 
ному формированию полипептида и его включению в молекулу 
гемоглобина (см. выше, разд. ПП). При попытках идентификации 
таких аномалий мы сталкиваемся с чрезвычайно сложными тех- 
ническими проблемами, которые по большей части еще не реше- 
ны; впрочем, уже сейчас получены некоторые наводящие на раз- 
мышления результаты [84, 104]. Кроме того, различные мутации 
В-гена могут влиять на процесс синтеза разными путями, давая 
одинаковый конечный эффект, который выражается в резком сни- 
жении скорости синтеза В-цепи или в его полной остановке. 
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2. Генетически обусловленное сохранение 
эмбрионального гемоглобина у взрослых людей 


Интересно сопоставить действие генов В-талассемии с эффек 
том другои мутации, вызывающей полное подавление синтеза В- 
цепи. Речь идет о мутантном гене, обычно называемом геном «вы- 
сокого содержания НЬЕ», который вызывает появление особой 
аномалии — генетически обусловленного сохранения эмбриональ- 
ного гемоглобина (02\у2). При обследованиях семей выяснилось, 
что этот ген присутствует в локусе, который подобно локусу В-та- 
лассемии либо тесно сцеплен со структурным локусом В-цепи, либо 
идентичен ему. Ген «высокого содержания НЬР» встречается глав- 
ным образом у жителей Африки или у выходцев из Африки. 

У взрослых гетерозигот по этому гену, несущих мутантный 
и нормальный аллель [107], около 25 всего гемоглобина прихо- 
дится на долю НЬЕ (а2\2), а остальное — на долю НЬА, причем 
общее содержание гемоглобина у таких гетерозигот не отличается 
от нормы; обнаруживается также некоторое количество НБА» 
(0262), однако его количество несколько ниже, чем в норме. Ви- 
димо, у таких гетерозигот синтез 6-цепи подавлен, в отличие от 
того, что наблюдается у гетерозигот по гену В-талассемии, у ко- 
торых содержание НЬА., как правило, увеличено. Другое отличие, 
помимо значительно более высокого содержания НЬЕ, состоит 
в том, что НЪЕ равномерно распрецелен между эритроцитами, тог- 
да как у гетерозигот. по гену В-талассемии его распределение край- 
не неравномерно. 

У гомозигот по гену «высокого содержания НЬЕ» синтезирует- 
ся только НЬЕ [27, 685]. Как НЬА, так и НБА. у них отсутствует; 
тем не менее компенсация за счет синтеза НЪЕ, по-видимому, ока- 
зывается вполне достаточной, пескольку тяжелые формы анемии 
у таких индивидуумов не развиваются. 

Обнаружены индивидуумы, гетерозиготные по гену «высокого 
содержания НЬЕ» и, кроме того, гетерозиготные по одному из ге- 
нов, определяющих вариантные В-цепи, такие, как В или ВС [148, 
406]. В эритроцитах таких индивидуумов присутствуют только 
соответствующий вариантный гемоглобин и НЬЕ и не содержится 
ни НБА, ни НЬА.. 

Таким образом аномалия, развивающаяся при наличии гена 
«высокого содержания НЬЕ», очевидно, заключается в полном 
подавлении синтеза как В-, так и б-цепей при продолжающемся 
синтезе у-цепей, который более или менее полно компенсирует от- 
сутствие В- и д-полипептидов. Эта ситуация резко отличается от 
картины, наблюдаемой при В-талассемии. При наличии генов В- 
талассемии обычно подавляется только синтез В-, но не д-цепей; 
при этом хотя компенсаторный синтез у-цепей и происходит, он 
оказывается значительно менее эффективным, что приводит к воз- 
никновению тяжелых анемий. 
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жания НЬЕ», неизвестна. 
случае должна была произойти мутация оператора, контролирую- 
щего структурные гены как В-, так и 9-цепей и, кроме того, каким- 
то образом участвующего также в переключении синтеза у-цепей 
на синтез В-цепей в процессе нормального развития. Если это 
предположение справедливо, тогда структурные локусы 8- и д- 
цепей должны составлять части единого оперона. В свете этого 
заключения гипотеза о том, что В-талассемия возникает как след- 
ствие мутации оператора, контролирующего синтез В-цепи, но не 


Природа мутации, вызвавшей появление гена «высокого содер- 
: р Согласно одной из гипотез, в данном 


5-цепи, представляется менее правдоподобной. Согласно другой 
гипотезе, так называемый ген «высокого содержания НЬЕ» в дей- 
ствительности есть не что иное, как делеция или хромосомная пе- 
рестройка, затрагивающая структурные локусы как В-, так и 6- 
цепей и приводящая к полной утрате их активности. 


3. Другие аномальные гены, 
влияющие на синтез В- и 6-цепей 


Обнаружено значительное число других характерных наслед- 
ственных аномалий синтеза В- и б-цепей гемоглобина. Одна из 
них носит название Вб-, или 6В-талассемии [82, 106], или Е-талас- 
семии |448, 675]. По клиническим проявлениям она напоминает 
В-талассемию, но протекает несколько легче. При этом заболева- 
нии подавлен синтез как В-, так и б-цепей, однако компенсаторный 
синтез у-цепей значительно более эффективен, чем при В-талассе- 
мии, хотя он и не полностью компенсирует дефицит В-цепей. 

Нарушение синтеза В- и 6-цепей отмечается также при особом 
заболевании, которое проявляется как несколько менее выражен- 
ная форма генетически обусловленного сохранения эмбриональ- 
ного гемоглобина [169]. Оно довольно сильно распространено 
в Греции и носит название «греческой формы», в отличие от более 
выраженной формы, известной под названием «африканской». При 
этой аномалии синтез В- и 6-цепей выключен не полностью и про- 
текает значительно медленнее, чем в норме. Синтез у-цепей, на- 
против, идет гораздо интенсивнее и более или менее полно ком- 
пенсирует дефицит В-цепей. Важное отличие этой аномалии от 
упомянутой выше Вб-талассемии состоит в том, что НЬЕ у гетеро- 
зигот, хотя и содержится в среднем в тех же относительных коли- 
чествах, равномерно распределен между циркулирующими эрит- 
роцитами, тогда как при Вб-талассемии НЬЕ распределяется 
в эритроцитах крайне неравномерно (табл. 9). 

Для объяснения этих аномалий были предложены различные 
гипотезы, сходные с гипотезами о происхождении В-талассемии 
и так называемой «африканской формы» генетически обусловлен- 

ного сохранения НЬЕ. Однако в настоящее время нет никаких 
надежных критериев для выбора между различными теоретически- 
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ми возможностями. Ясно, что эти аномалии обусловлены множе- 
ством самых разных мутаций, разными способами воздействую- 
щих на синтез В-, 6- и у-цепей, однако точные механизмы этих 
дефектов остаются спорными. Можно полагать, что аналогичная 
сложность и гетерогенность характерна также для аномалий, свя- 
занных с нарушением скорости синтеза других белков. 


4. 


а-Талассемия 


Поскольку а-цепи содержатся не только в гемоглобине взрос- 
лых людей, но и в гемоглобине плода, мутации, вызывающие силь- 
ное подавление синтеза а-цепи, должны сказываться на развитии 
плода. Такие аномалии действительно были обнаружены. Пора- 
женный плод сильно отечен (так называемая водянка плода); 
кроме того, наблюдается увеличение печени и другие нарушения 
[392, 500]. Нередки случаи внутриутробной смерти плода и само- 
произвольные аборты на поздних сроках беременности. Почти 
весь гемоглобин, содержащийся в эритроцитах плода, имеет ано- 
мальную структуру. По-видимому, он представляет собой тетра- 
мер, состоящий исключительно из нормальных ‘у-цепей, и его 
структуру можно обозначить \, [283]. Этот аномальный гемогло- 
бин обычно называют гемоглобином Барта [5]. Очевидно, синтез 
а-цепей подавлен почти полностью, тогда как синтез у-цепей про- 
текает нормально. Описанные нарушения являются результатом 
недостатка гемоглобина с одной стороны и аномального характера 
кривой диссоциации комплекса гемоглобин—кислород для гемо- 
глобина Барта (\4) —с другой, вследствие чего кислород оказыва- 
ется менее доступным для тканей. 

Эту аномалию связывают с гомозиготностью по мутантному ге- 
ну в локусе, кодирующем а-полипептидную цепь, или же в локусе, 
который каким-то образом контролирует ее синтез. Индивидуумы, 
несущие этот ген и его нормальный аллель, обычно здоровы, 
и в большинстве случаев отмечается слабо выраженная анемия 
[500]. В эритроцитах гетерозигот при рождении имеется неболь- 
шое количество гемоглобина \ (5... 10% всего гемоглобина), ко- 
торый, однако, в течение последующих двух месяцев постнаталь- 
ного развития исчезает вместе с НЫЕ (оэ\з). 

Другая аномалия, связанная с нарушением синтеза а-цепи, из- 
вестна под названием анемии, обусловленной НЬН [448, 675]. 
Заболевание это проявляется в форме обычно не очень тяжелой 
анемии с вариабельным течением, при которой 10... 30% имеюще- 
гося гемоглобина представлено необычной формой, НЬН; осталь- 
ной гемоглобин составляет НЬА. Молекула НЬН представляет со- 
бой тетрамер, целиком построенный из нормальных В-цепей (Ва) 
[283]. Он крайне нестабилен и вызывает появление в эритроци- 
тах телец-включений, которые очень характерны для этой анемии. 
В немногих случаях удалось исследовать кровь из пуповины но- 
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ворожденных, у которых впоследствии проявилась анемия, обус- 
ловленная НЬН [501]. Оказалось, что на долю НЬ-у4д приходится 
около 254$ гемоглобина, причем его содержание постепенно умень- 
шается при одновременном увеличении содержания гемоглобина 
Ви. Таким образом, по-видимому, в данном случае имеется частич- 
ный дефицит а-цепей, что приводит к относительному избытку 
у-цепей у плода и В-цепей в постнатальный период. Данные обсле- 
дования семей [500] позволили предположить, что индивидуумы 
с анемией, обусловленной НЬН, гетерозиготны по гену а-талас- 
семии, который в гомозиготном состоянии вызывает водянку пло- 
да, и, кроме того, гетерозиготны по какому-то другому гену (в03- 
можно, аллелю), подавляющему синтез а-цепи, хотя и в меньшей 
степени. 





Глава У 


КОЛИЧЕСТВЕННАЯ И КАЧЕСТВЕННАЯ 
ВАРИАБЕЛЬНОСТЬ ФЕРМЕНТОВ 


1. КОЛИЧЕСТВЕННЫЕ ВАРИАЦИИ 
ФЕРМЕНТАТИВНОЙ АКТИВНОСТИ 


Многие генные мутации проявляются в виде характерных из- 
менений активности специфических ферментов. В одних случаях 
у гомозигот по мутантному гену определенный тип ферментатив- 
ной активности полностью или почти полностью отсутствует. 
В других случаях уменьшение активности, вызываемое мутацией, 
менее значительно. Иногда — правда, очень редко — отмечается уве- 
личение активности. Действительно, в результате различных мута- 
ций, очевидно, может возникнуть почти любая степень изменения 
ферментативной активности. 

Оценка таких изменений у различных индивидуумов основа- 
на в общем на количественных измерениях уровня `ферментатив- 
ной активности в экстрактах определенных клеток или тканей 
(например, эритроцитов, лейкоцитов, печени и т. д.). При рас- 
смотрении значимости этих наблюдений необходимо учитывать, 
что измеряемый уровень активности фермента в клетках ткани 
является комплексным параметром. Он зависит, во-первых, от 
спенифических каталитических свойств фермента, которые опреде- 
ляются тонкой молекулярной структурой ферментного белка, и, во- 
вторых, от количества ферментного белка, присутствующего в тка- 
ни, которое определяется интенсивностью двух противоположно на- 
правленных процессов: синтеза и распада белка. Наблюдаемая 
активность может зависеть, кроме того, от других факторов, та- 

ких, как наличие специфических ингибиторов, кофакторов, ионов 
металлов и т. д., а также от условий эксперимента по определе- 
нию активности (например, от концентрации субстратов, рН сре- 
ды и тд.). Имеются и другие осложняющие факторы; к ним от- 
носятся локализация фермента или его связь с определенными 
клеточными структурами. Кроме того, результаты измерений мо- 
‘гут зависеть от методов, используемых для разрушения клеток. 

Очевидно, что мутантный ген может вызывать наблюдаемые 
изменения уровня ферментативной активности различными путя- 
ми. Главные возможные способы рассмотрены ниже. 

1. Мутационное изменение может привести к синтезу струк- 
турно измененного белка с дефектными или модифицированными 
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каталитическими свойствами. Например, замена одной аминокис- 
лоты, если она происходит в активном центре фермента, может 
сказаться на связывании субстратов или коферментов © белком 
при катализе и тем самым вызвать заметное изменение кине- 
тики каталитического процесса, а следовательно, повлиять на оп 
ределяемую активность фермента. При этом истинное количест- 
во присутствующего ферментного белка может не измениться, хо 
тя ферментативная активность будет очень низкой или даже мо- 
жет полностью отсутствовать. 

2. Продуктом мутантного гена может быть белок с измененной 
структурой, каталитическая активность которого существенно не 
изменяется, тогда как стабильность меньше, чем стабильность 
нормального фермента. В таком случае ферментный белок будет 
быстрее денатурировать ш У, а время его полураспада соот- 
ветственно уменьшится. Увеличение скорости распада приведет к 
тому, что истинное количество функционально активного фермент- 
ного белка и, следовательно, величина активности в любое данное 
время будет соответственно уменьшенной и может даже оказаться 
ниже того уровня, который вообще поддается определению. 

3. Может быть изменена скорость синтеза ферментного бел- 
ка — либо вследствие мутаций в так называемом структурном ге- 
не (или генах), кодирующем последовательность аминокислот 
в белке, либо в результате мутации гена, участвующего в регуля- 
ции активности такого структурного гена. Синтез ферментного бел- 
ка может прекратиться или происходить с пониженной скоростью, 
так что его количество будет меньше, чем в норме. Иногда может 
происходить увеличение скорости синтеза; в результате будет на- 
блюдаться увеличение ферментативной активности. 

4. Влияние на определенный фермент может быть опосредо- 
ванным. Мутация гена, в норме не имеющего отношения к конт- 
ролю синтеза самого фермента, может тем не менее влиять на его 
активность, вызывая, например, изменение внутриклеточной кон- 
центрации некоторых активаторов или ингибиторов. 

Некоторые из рассмотренных возможностей не являются взаи- 
моисключающими, так что возможны случаи, когда мутация вы- 
зывает изменение ферментативной активности несколькими спосо- 
бами. Например, при замещении одной аминокислоты или при 
каком-либо другом структурном изменении ферментного белка 
может происходить изменение его кинетических свойств и, сверх 
того, изменение стабильности. 

Такое разнообразие возможных путей изменения активности, 
а также разнообразие стоящих перед экспериментатором техниче- 
ских проблем делает особенно трудным анализ генетической и 
биохимической природы наследуемых количественных вариаций 
ферментативной активности. Технические проблемы возникают, в 
частности, в связи с тем, что ферментные белки в отличие от та- 
ких белков, как гемоглобин, обычно присутствуют лишь в следо- 
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вых количествах, и выделить фермент от одного индивидуума и 
охарактеризовать его — дело нелегкое. Кроме того, ферменты 
обычно легко обнаружить и охарактеризовать по их каталитиче- 
ской активности, а если она сильно снижена или совсем ` отсутст- 
вует, то изучение данной аномалии сильно затрудняется. 

Имеется еще одна общая проблема, возникающая обычно в 
тех случаях, когда уже установлены наследуемые различия в ак- 
тивности определенного фермента. Хотя иногда удается выделить 
группы людей с четкими различиями в ферментативной активно- 
сти (например, группы с относительно высокой или с относительно 
НИЗКОЙ активностью или такие, в которых активность совсем не 
обнаруживается), однако чаще всего таких четких различий об- 
наружить не удается. Диапазон колебаний может быть весьма 
широким, и у любого индивидуума может постоянно обнаружи- 
ваться уровень активности, характерный для определенного участ- 
ка распределения, но зачастую классификация индивидуумов на 
группы невозможна из-за непрерывного характера распределения 
активности фермента. Четко выраженное бимодальное, а то и три- 
модальное распределение активности, по-видимому, скорее исклю- 
чение, чем правило, даже в тех случаях, когда вариации в основ- 
ном определяются небольшим числом генов. Все это крайне за- 
трудняет точный генетический анализ, если только не удается 
отыскать какие-то другие более четкие критерии, позволяющие 
охарактеризовать фермент у индивидуумов с разным уровнем ак- 
ТИВНОСТИ. 

Ниже, на примере нескольких конкретных ферментов, мы по- 
кажем, как решаются, по крайней мере частично, некоторые из 
этих общих проблем. Читатель сможет увидеть, как различия` в 
одном гене могут приводить к характерным различиям фермента- 
тивнои активности у разных людей, а также то, как дискретные 
и очень специфичные эффекты небольшого числа генов могут 


проявляться в виде непрерывного распределения по уровням ак- 
ТИВНОСТИ. 


|. СЫВОРОТОЧНАЯ ХОЛИНЭСТЕРАЗА 
(АЦИЛХОЛИН — АЦИЛГИДРОЛАЗА) 


Активность этого фермента в сыворотке человека обычно до- 
статочно высока. Сывороточная холинэстераза, вероятно, синтези- 
руется главным образом в печени. Этот фермент легко гидролизу- 
ет различные эфиры холина, такие, как ацетилхолин, бутирилхо- 
лин, бензоилхолин, а также некоторые другие эфиры, например 
эфиры ацетилсалициловой кислоты. Таким образом, субстратная 
специфичность сывороточной холинэстеразы достаточно широка, 
причем не известно, какой эфир служит естественным субстратом 
в нормальных условиях. Этот фермент (называемый иногда псев- 
дохолинэстеразой) необходимо отличать от ацетилхолинэстеразы 















НИ ДВУ) 








бразов: 
оп 
ЫС 
ев 
ара, 


“Залос 
Ьн 














































































КОЛИЧЕСТВЕННАЯ И КАЧЕСТВЕННАЯ ВАРИАБЕЛЬНОСТЬ ФЕРМЕНТОВ 121 





+ 
сн,—Со—осн, сн, (СН, 


+ 
Н,—Со—оСн, сн, (СН, 


Фиг. 48. Суксаметоний (сукцинилдихолин). 


(так называемой «истинной» холинэстеразы), которая присутст- 
вует в нервной ткани и в эритроцитах и имеет значительно более 
ограниченную субстратную специфичность; ее субстратом служит 
главным образом ацетилхолин. 

Наследуемые вариации сывороточной холинэстеразы впервые 
привлекли внимание после того, как в медицинской практике стал 
широко применяться суксаметоний (сукцинилдихолин) — лекарст- 
венный препарат, используемый в качестве мышечного релаксанта 
при хирургических операциях и при лечении электрошоком 
(фиг. 48). Обычно действие суксаметония очень непродолжитель- 
но, так как он быстро гидролизуется сывороточной холинэстера- 
зой с образованием неактивных продуктов. Однако в редких слу- 
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ГВ ОСНОВ. чаях (в европейских странах с частотой около 1:2000) отмечается 
анне 34. необычно высокая восприимчивость к действию этого препарата, 
удается когда после введения обычной дозы суксаметония наступает дли- 
ОляюЩие тельный паралич мышц и остановка дыхания, продолжающиеся 
внем ак в течение двух или больше часов вместо обычных нескольких ми- 
нут. Оказалось, что у таких людей уровень холинэстеразы в сыво- 
мы ротке очень низок; это, вероятно, и послужило причиной их не- 
: ные #8 обычно высокой чувствительности [66, 162]. Более того, было 00- 
мог ев наружено, что у значительного числа ближайших родственников 
аи индивидуумов с повышенной чувствительностью к суксаметонию 
рем! а уровень активности сывороточной холинэстеразы также в той или 
серег!» иной степени понижен [375]. Следовательно, данное свойство 
08 ит. должно быть детерминировано генетически; имеющиеся данные 
ВИЯМ о наводили на мысль, что индивидуумы с повышенной чувствитель- 
ностью к суксаметонию и с низким уровнем сывороточной холин- 
эстеразы должны быть гомозиготны по аномальному гену, который 
в гетерозиготном состоянии вызывает умеренное снижение уровня 
фермента. Однако по уровню холинэстеразной активности три по- 
стулируемых генотипа было нелегко отличить один от другого. 
10 до В действительности распределение уровней сывороточнон холин- 
бы ке! эстеразы в популяции в целом является непрерывным, хотя грани- 
о цы распределения очень широки; индивидуумы, чувствительные к 
в суксаметонию, попадают в тот участок распределения, который 
и соответствует наименьшим значениям активности. 
0) р 10 
и 1. «Атипичная» сывороточная холинэстераза 
УР Важный шаг вперед был сделан, когда удалось обнаружить, 
Ю Ре что сывороточная холинэстераза людей с повышенной чувстви- 
В у 
НЯ 
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тельностью к суксаметонию обладает некоторыми атипичными 























































































































Е свойствами [130, 316, 317]. Например, константа Михаэлиса для 
| ‚ этого фермента со всеми испытанными субстратами оказалась зна- 
чительно выше, чем для фермента в контроле [130]. Кроме того, ие 
} ы р. 
оказалось, что степень этих отличии зависит от природы субстра- и 
та (табл. 10). ето | 
ое ночи" 
ТАБЛИЦА 10 СВ ее пе 0 
луче 
| Константы Михаэлиса для «обычной» и «атипичной» холинэстеразы сыворотки Этой и ртора 
я (в качестве субстратов использованы различные эфиры холина [130]) И р : др 
| : ) 
|. Константа Михаэлиса (Ки), ммоль/л Отношение Ки «ати- | и. ная 
И Е. пичного» фермента 0 ЖИ 
й Эфир холина с к К, «обычного» «нию, ДС" 
«обычный» фермент | «атипичный» фермент ерщентй тн ства 
‚ р | 
нвоторым с8< 
| Ацетилхолин 1,40=0,04 9,0=0,10 6,4:1 форетической 
Пропионилхолин 0,410, 04 2,3=0,35 5,6:1 ИЗ ются. 
Бутирилхолин 0,29=0,03 1,2+0,08 4,1:1 Кинетическ 
Пентаноилхолин 0,72-0,04 1,5=0,17 ОЕ] типичный Фе] 
Гексаноилхолин 0,57=0,09 0,82=0,06 1,4:1 тор, Возмол 
9 
Гептаноилхолин 0,38=0,22 1,110, 14 2,9:1 —. емого ‹ 
МЕНТА, Ге как 
Бензоилхолин 0,004+0,0003 0,022-0,003 5:5:1 й а тДе, как 
Оодобные т 
чмо ти 
Значительные различия обнаружены также при использовании Е ИХ ПОПЫ 
ингибиторов холинэстеразы, содержащих положительно заряжен- ыы Фермент 
ный атом азота в четвертичной аммониевой группе (как в холине) ОКНО о 
| ата } ( 
о Их 
| Нм = ‘16СК 
|| ТАБЛИЦА И о а 
Че В 
Действие различных ингибиторов на «обычную» ет 
и ‹атипичную» сывороточную холинэстеразу [316] оо - Ю 
о ЕЕ В В 
1 Десятичный логарифм молярной п щи 4 
| концентрации, вызывающей 50%-ное Отношение концен- м о р 
М подавление траций, вызывающих А К 
в. Ингибитор 50%-ное подавленне [$ Чо у 
«атипичной» и фи и 
«обычный» Фермент | «атипичный» фермент «обычной» форм да. | ( 
| а ты © А. 
| № т ь 
| Прокаин —4,36 —3,23 14:1 к Иж \ 
Декаметоний —4,88 —2,74 141:1 м к а ь 
Хлорпромазин —5,36 —4,13 пи УМ, 
ЛДибукаин —5,57 —4,27 20:1 м м м 
Неостигмин —6,89 —5,48 25:1 пу о м 
. ь “ 
«Физостигмин —7,84 —6,57 18:1 м м к 
%ь 4 
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Фиг. 49. Дибукаин (нуперкаин, перкаин). 


или в замещенной аминогруппе [316]. Фермент чувствительных к 
суксаметонию индивидуумов ингибируется каждым из этих ве- 
ществ значительно слабее, чем нормальный фермент, причем и в 
этом случае опять-таки различия в степени подавления меняются 
от ингибитора к ингибитору (табл. 11). 

Эти и другие данные (см., например, [103]) показывают, что 
сывороточная холинэстераза у людей, чувствительных к суксаме- 
тонию, должна качественно отличаться по структуре от фермента 
большинства других людей. Необходимо отметить, однако, что по 
некоторым свойствам, например по термостабильности и электро- 
форетической подвижности, эти две формы фермента заметно не 
различаются. 

Кинетические особенности можно в основном объяснить тем, что 
атипичный фермент менее эффективно связывает субстрат или инги- 
битор. Возможно, это обусловлено изменением конфигурации так 
называемого «анионного участка» на поверхности молекулы фер- 
мента, где, как полагают, связываются заряженный холин или холи- 
ноподобные группировки субстрата или ингибитора. Однако, неза- 
висимо от структурной природы отмечаемых различий, данные кине- 
тических опытов позволяют считать, что низкие уровни активно- 
сти фермента у чувствительных к суксаметонию индивидуумов 
можно в основном, если не полностью, объяснить изменением его 
каталитических свойств. Вероятно, истинное количество фермент- 
ного белка в сыворотке людей с повышенной чувствительностью к 
суксаметонию примерно такое же, как в норме. 

Исследования по ингибированию сывороточной холинэстеразы 
позволили предложить довольно простой тест для выявления ати- 
пичного фермента. Метод заключается в определении подавления 
активности сывороточной холинэстеразы ингибитором дибукаином 
(фиг. 49) в определенных стандартных условиях [317]. Степень 
подавления в процентах называют дибукаиновым числом. Дибу- 
каиновое число для «атипичного» фермента имеет величину око- 
ло 20-4, а для обычного фермента — около 80-2 (фиг. 50). Все 
индивидуумы с дибукаиновым числом, близким к 20, отличаются 
высокой чувствительностью к суксаметонию. . 

При определении дибукаиновых чисел в случайных выборках 
из общей популяции удалось идентифицировать также третью груп- 
Пу людей. Дибукаиновое число этой группы равно 62-4; говорят, 
Что такие индивидуумы имеют промежуточный фенотип. Частота 
таких промежуточных ‹фенотипов среди европейцев составляет 
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Ф иг. 50. Подавление активности «обычной» (1) и «атипичной» (1/1) форм сы- 
вороточной холинэстеразы при разных концентрациях дибукаина [317]. 8 


Максимальные различия между двумя формами фермента наблюдаются при концентрации 
дибукаина 10— М. Активность определяли спектрофотометрически с бензоилхолином в ка- 
честве субстрата. 


около 1:25. Как правило, такие индивидуумы не обладают особен- 
ной чувствительностью к суксаметонию. По-видимому, у них синте- 
зируется как «обычная», так и «атипичная» форма сывороточной 
холинэстеразы, причем примерно в равных количествах. 

С появлением метода определения дибукаинового числа стали 
возможными детальные генетические исследования. Изучено боль- 
дпое число семей, отобранных по наличию индивидуумов с повы- 
итенной чувствительностью к суксаметонию или индивидуумов с 
«промежуточным» типом, что было обнаружено в ходе популяцион- 
ных исследований [238, 239, 318]. Большинство полученных ре- 
зультатов легко объяснить исходя из представления о расщеплении 
двух аллельных генов: ЕЁ, определяющего фермент «обычного» 
типа, и Ез, определяющего «атипичный» фермент. У гомозигот 
ЕЕ и ЕЕ образуется только один фермент, соответствую- 
щий генотипу. У гетерозигот Е#Е® синтезируются оба фермента 
и, следовательно, дибукаиновые числа имеют «промежуточные» 
значения. . 

Интересно сравнить распределение людей на три фенотипа 
«обычный», «промежуточный» и «атипичный») по величинам ди- 
‚букаинового числа с картиной, получаемой при измерении уровня 
ферментативной активности с помощью стандартных методов 
(фиг. 51). В среднем у индивидуумов с «атипичным» фенотипом, 
выявленных по дибукаиновому числу, отмечается более низкий уро- 
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и г. 51. Распределение дибукаиновых чисел и уровней холинэстеразной ак- 
ности в сыворотке (данные для 11 индивидуумов с повышенной чувствитель- 
ностью к суксаметонию и 58 их родственников) [239]. 


Каждый квадрат соответствует показателю для одного человека. Индивидуумы, чувствитель- 
т ные к суксаметонию, обозначены черными квадратами. 
НС дибукаиновых чисел; четко различаются три фенотипа: «обычный», «про- 
ной а » и «атипичный» (см. текст). Б — распределение уровней активности сывороточ- 
ве эстеразы в тех же пробах сыворотки, что и в А. Активность определяли манометри- 
ее в качестве субстрата. В — распределение уровней активности у инди- 
бел о отнесенных к группе с «обычным» фенотипом на основании их дибукаиновых чи- 
«промеж и Г — равпределение уровней активности индивидуумов, отнесенных к группе с 
Умов, о уточным» фенотипом (см. А). Д — распределение уровней активности у индивиду- 
, отнесенных к группе с «атипичным» фенотипом (см. А). Распределение Б представляет 
собой сумму распределений (В), (Г) и (Д). 
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вень активности 
фенотипом, а у индивидуумов с «промежуточным» дибукаиновым 


числом отмечаются промежуточные уровни активности [239, 318], 
Однако если определения дибукаинового числа дают три четко 
различимых фенотина, то по активности фермента не удается чет. 
ко дифференцировать эти три фенотипа, поскольку уровни актив- 
ности у них значительно перекрываются. Это и не удивительно, 
если принять во внимание, что дибукаиновое число отражает ка- 
чественные характеристики фермента и не зависит от количества 
имеющегося ферментного белка, тогда как уровень активности 
определяется не только качественными характеристиками, но и ко- 
личеством фермента. Поскольку на количество ферментного белка, 
содержащегося в любой данный момент в плазме, влияет много 
посторонних факторов, значения активности должны быть гораздо 
более вариабельными и гораздо менее четко характеризовать раз- 
ные фенотипы. Иногда встречаются индивидуумы с «обычным» 
типом фермента, у которых уровень активности не отличается от 
среднего уровня, характерного для индивидуумов с «атипичным» 
фенотипом. Однако они значительно менее чувствительны к сук- 
саметонию, и длительной остановки дыхания у них обычно не от- 
мечается. 





2. Молчащий аллель 


При определениях дибукаинового числа в семьях, в которых 
встречаются индивидуумы с «атипичным» ферментом, выявились 
редкие исключения из правил наследования, вытекающих из про- 
стой гипотезы двух аллелей. Если все индивидуумы, содержащие 
только «атипичный» фермент, являются гомозиготами Е Ез, тогда 
и их родители и все их дети должны нести ген Е® и, следова- 
тельно, иметь либо «промежуточное», либо «атипичное» дибукаи- 
новое число. Хотя обычно это правило соблюдается, имеются не 
которые семьи, в которых один из родителей или детей «атипич- 
ного» пробанда, по-видимому, имеет только фермент «обычно- 
го» типа [239, 318, 391, 582]. При этом возможность того, что про- 
банд был внебрачным ребенком, в данном случае можно исклю- 


ЧИТЬ. 
Описанные наблюдения легче всего объяснить, если допустить, 
что в таких исключительных семьях происходит расщепление по 
редкому третьему аллелю Е*, который полностью или почти пол- 
ностью неэффективен в образовании функционально активного фер- 
мента. Этот предполагаемый аллель назвали «молчащим» алле- 
лем. Если такой ген действительно существует, то У гетерозигот 
а должен образовываться только «атипичный» фермент, а 
у гетерозигот ЕчЕ — только «обычный» фермент, как показано 


ниже. 





фермента, чем у индивидуумов с «нормальным» 


В 
ВН) 
НИ, 


(043; 


|8 








== 2= = 
2 = 
= 








К 


= 











оке также 
олное ИЛИ 
[ндивидуу? 
бнружены [1 


ись крайне 


Можно предек 
Пхи фермент: 


ВР, 
В, ана, 


ЕТ более Ни 








казаль 
а к 
ель 
Оль 

















































































в КОТЫ 
. ИС 


ИТ 




















КОЛИЧЕСТВЕННАЯ И КАЧЕСТВЕННАЯ ВАРИАБЕЛЬНОСТЬ ФЕРМЕНТОВ 127 





Сывороточная холинэстераза, об 


- разующаяся у индивидуумов 
с различными комоинциями у о 


аллелей Еи, Ба, Ез 
1 Та 


Генотип Фермент 


ЕчЕи 
"В: \ 
ЕчЕ$ 
В 
Вира «Обычный» 
ЕаЕа 
| 
Га В$ 
Ух 


«Обычный» 


| ‹атипичный» 


«Атипичный» 


7$ г 
ЕК} Фермент отсутствует 


Возможен также еще один генотип 38 для которого харак- 
терно полное или почти полное отсутствие холинэстеразной актив- 
ности. Индивидуумы с такой редкой аномалией действительно бы- 
ли обнаружены [141, 203, 256, 391]. Как и следовало ожидать, они 
оказались крайне чувствительными к суксаметонию. 

Можно предсказать, что у индивидуумов ЕзЕз уровень ак- 
тивности фермента в среднем должен быть ниже, чем у индивиду- 
умов ЕЁ; аналогичным образом индивидуумы ЕаЁз Долж- 
ны иметь более низкий уровень активности, чем ЕзЕа. Это пред- 
положение оказалось справедливым, однако поскольку в пределах 
каждого типа колебания уровня сывороточной холинэстеразы 
весьма значительны, обычно различные типы не удается однознач- 
но выделить только на основе определений активности. 

В большинстве популяций частота аллеля Е? весьма мала, 
поэтому генотип ЕзЕ$ встречается исключительно редко. Одна- 
ко в довольно изолированных группах эскимосов Аляски у 1...2% 
населения сывороточная холинэстераза практически отсутствует, 
как это характерно для генотипа ЕзЕЗ [216]. Почти 25% насе- 
ления в этих этнических группах являются гетерозиготами ВЕТ, 
тогда как аллель Е* здесь вообще не удалось обнаружить. Не 
считая крайней чувствительности к суксаметонию, индивидуумы 
< генотипом ЕЗЁЗ, у которых фактически нет сывороточной хо- 
линэстеразы, совершенно здоровы. 


3. Сывороточная холинэстераза, устойчивая к фторидам 


Еще один вариант фермента был обнаружен несколько неожи- 
данным образом [237]. Известно, что активность сывороточной 
холинэстеразы подавляется низкими концентрациями фтористого 
натрия, который в химическом отношении не имеет абсолютно ни- 
чего общего с дибукаином и близкими к нему веществами, позво- 
ляющими весьма специфично дифференцировать «обычные» и 
«атипичные» формы фермента. Можно было ожидать, что в осно- 
ве подавления активности сывороточной холинэстеразы фтористым 
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натрием лежит совершенно другой механизм. Однако, используя 
в качестве ингибитора фтористый натрии, можно различить те же 
формы фермента — «обычную» и «атипичную». Активность «ати- 
пичного» фермента подавляется фтористым натрием в гораздо 
меньшей степени, чем активность «обычного». При проверке с ис- 
пользованием фтористого натрия в качестве ингибитора большого 
числа различных образцов сывороток, предварительно классифи- 
цированных по дибукаиновому тесту на «атипичный», «промежу- 
точный» и «обычный» типы, распределение на три фенотипа, за 
немногими исключениями, оказалось идентичным. 

Однако как раз эти немногочисленные исключения оказались, 
крайне интересными. Обследование семей показало, что в данном 
случае речь идет о совершенно особом фенотипе сывороточной 
холинэстеразы, который удается точно идентифицировать только 
при совместном использовании тестов с дибукаином и с фтористым 
натрием [238, 390, 690]. Выяснилось, что существует аллель (80 
определяющий третью форму сывороточной холинэстеразы со 
свойствами, отличными от свойств ранее обнаруженных «обычной» 
и «атипичной» форм. Ее назвали «формой, устойчивой к фториду»- 
Эта холинэстераза может присутствовать вместе с «обычным» 
ферментом у индивидуумов с генотипом ЕЁ! или вместе с «ати- 
пичным» ферментом у индивидуумов генотипа Е*Е!. Она может 
встречаться одна в генотипах Е!Ё! и В!Е}. Устойчивый к фто- 
риду фермент обладает меньшей активностью, чем «обычный» 
фермент, но большей, чем «атипичный», так что различные груп- 
пы индивидуумов, у которых он встречается, в среднем различа- 
ются по уровням холинэстеразнои активности. 


4. Множественный аллелизм, ответственный 
за «непрерывный» характер вариаций активности 


Четыре описанных аллеля (Е, Е, Е! и 23) дают начало 
десяти различным генотинам, перечисленным в табл. 12. Для их 
идентификации могут потребоваться не только тесты с дибукаином 
и фтористым натрием, но также детальные обследования семей. 
В среднем эти генотипы различаются по уровню активности, од- 
нако в каждой группе отмечаются весьма значительные индивиду- 
альные различия, обусловленные побочными факторами. Поэтому 
общее распределение активности в крупной популяции, содержа- 
щей весь набор генотипов, является непрерывным. 

У индивидуумов с генотипами ОВ ЮЕЗАА: и. ВЗЕ8 о после 
введения суксаметония развивается продолжительный паралич 
мышц. У индивидуумов с генотипом ЕЁ}, ВЕБ си р АЕ 
также наблюдается несколько повышенная чувствительность к 
суксаметонию, хотя степень ее может быть различной. 

Аллели Е‘, Е и Е!, по-видимому, определяют различаю- 
щиеся по структуре формы ферментного белка. Возможно, разли- 
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иПы . 
6 Генот ь фенотипы сывороточной холинэстеразы; 
ингибирование дибукаином и фтористым натрием и относительные 














активности фермента у индивидуумов с 10 различными генотипами") 
: ] 
Характеристики 
ингибирования 
Тенотип Фермент в 
активность 
дибукаин | фторид 
ЕчЁч «Обычный» ) | 0 
т 80 | 60 | 100 
ЕЕ! «Обычный» -- «устойчивый к фториду» 75 | 50 | 85 
ЕиЕа «Обычный» -| ‹атипичный» 60 50 75 
ЕЕ «Обычный» 80 60 | 70 
ЕИЕа «Устойчивый к фториду» -| ‹атипичный» 50 15230 | 60 
ЕЕ! «Устойчивый к фториду» 65 30 55 
| 
ЕзЕа «Атипичный» Я О ов 
ЕЕ «Устойчивый к фториду» 65 25830 30 
ЕзЕз «Атипичный» еж ВБ 
| | 
ЕзЕз = — ] — 0 
№ | 














1) Приведены округленные средние значения, вычисленные по данным нескольких лаборато- 
рий. Относительную активность определяли с бензоилхолином в качестве субстрата при стан- 
дартизованных условиях. Эта «относительная активность» изменяется при изменении субстрата и 
Условий определения. 


чия в каждом конкретном случае выражаются в единичном амино- 
кислотном замещении, однако неизвестно, в каком именно. Эти 
ферменты различаются по кинетическим свойствам при исполь- 
зовании различных субстратов и ингибиторов, однако, по-видимо- 
му, они очень близки в других отношениях (например, по электро- 
форетической подвижности и по молекулярной массе). В основе 
различий в активности, наблюдаемых для разных генотипических 
комбинаций этих аллелей, видимо, лежат главным образом раз- 
личия в кинетике реакций с субстратами, которые использовались 
при определении, а не различия в скорости синтеза или в стабиль- 
ности ферментного белка. 

Заслуживает упоминания тот факт, что снижение уровня актив- 
ности, наблюдаемое для данного генотипа (например, УЕ 
По сравнению с активностью обычного или нормального генотипа 
ЕЕ“ может значительно варьировать в зависимости от исполь- 
зуемого субстрата. На результаты определения активности влияют 
также концентрации субстратов и другие условия. Дело в том, что 
кинетические характеристики этих ферментов достаточно сложны, 
и вариации кинетики от субстрата к субстрату у «обычной», «ати- 
ПИЧНОЙ» и «устойчивой к фториду» форм далеко не всегда парал- 


9—843 












































ГЛАВА У 





лельны. Все это — еще одно свидетельство того, насколько слож- 


ным делом оказывается использование такого параметра, как «уро- 
вень ферментативной активности», для сравнения различных ге- 
НОТИПОВ. 5 

Вполне вероятно, что в класс аллелей Е? входит несколько 
различных мутаций, которые вызывают характерную полную или 
почти полную утрату ферментативной активности различными спо- 
собами. В некоторых случаях с помощью иммунохимических мето- 
дов удалось показать, что отсутствие или сильное снижение фер- 
ментативной активности у гомозигот ЗЕ есть следствие дефи- 
цита ферментного белка [203, 256]. Однако неизвестно, как 
возникает такой дефицит. 


5. Локус Е 


Существует еще один источник генетически определяемых ва- 
риаций активности сывороточной холинэстеразы; этот факт был 
обнаружен при исследовании этого фермента с помощью электро- 
фореза, который не позволяет разделять формы фермента, о кото- 
рых шла речь выше [296]. 

При электрофоретическом исследовании сывороточной холин- 
эстеразы обычно выявляются 4 изофермента: С!, С», Сзи С.. Изо- 
ферменты С;, С› и Сз представляют собой минорные компоненты, 
и их вклад в общую активность, которая определяется в основном 
изоферментом С., невелик (фиг. 52). Однако примерно у 10% на- 
селения в Европе и в некоторых других районах земного шара 
имеется еще дополнительный изофермент Су [256, 227, 538, 581]. 
Наличие изофермента Сь, по-видимому, определяется геном локу- 
са, не сцепленного тесно с локусом, в котором могут присутство- 
вать аллели Е!, Ез ит. д. [235, 581]. Вклад изофермента С в 
общую активность  сывороточной холинэстеразы значительно 
варьирует у разных людей, несущих соответствующий ген. Пока- 
зано, что холинэстеразная активность сыворотки при фенотине 
С; (добавочный изофермент С присутствует) в среднем на 25% 
выше, чем при фенотипе С, (изофермент С5 отсутствует). Одна- 
ко в пределах обеих групи индивидуальные вариации достаточно 
широки, так что два распределения в значительной степени пере- 
крываются. 

Механизм действия гена, кодирующего компонент С, неизве- 
стен. Видимо, этот ген определяет синтез электрофоретически от- 
личающегося изофермента, свойства которого в других отношениях 
сходны со свойствами остальных изоферментов сывороточной хо- 
линэстеразы и который точно так же контролируется аллелями 
и Е Р.Д 

Таким образом, система генетических факторов, участвующих 
в определении уровня холинэстеразы в сыворотке, достаточно 
сложна. Имеется по крайней мере два хромосомных локуса холин- 
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Фиг. 52. Схема разделения изоферментов сывороточной холинэстеразы при 
двумерном электрофорезе на бумаге и в крахмальном геле при РН 8,6 [226]. 
А — сыворотка С; Б — сыворотка С. Изофермент С. присутствует в обоих случаях, при- 
чем его вклад в общую активность сывороточной холинэстеразы, является основным в случае 
сыворотки С, (А) и составляет 65...90% в случае сыворотки С (Б). Изоферменты С,, С. и 
Сз — минорные компоненты, присутствующие в обоих случаях (А и Б). Электрофоретическая 
подвижность в крахмальном геле в направлении к аноду убывает в по ядке С: > С > 


однако при электрофорезе на бумаге этот порядок иной: С, > С1 = 
о объясняется тем, что изоферменты различаются как по заряду кулы, 
так и по размерам. Размеры молекул разных Ом ТОВ убывают в порядке С.=С5>С: > 
>С. > С, [234 

>“ 1 12341. 





эстеразы сыворотки; аллели одного из них(Ё!) определяют как ка- 
чественные, так и количественные различия фермента. Что касается 
другого локуса (Е2), то один из аллелей, которые могут в нем 
присутствовать, ра определяет образование добавочного изо- 
фермента С, тогда как другой аллель, Е, вероятно, функциональ- 
но неактивен. Уровень активности фермента у любого человека 
будет зависеть от того, какие аллели присутствуют в этих двух 
локусах, а также, несомненно, от разнообразных негенетических 
факторов. Например, уровень холинэстеразы в сыворотке обычно 
снижается при заболеваниях печени (вероятно, в связи с подав- 
лением синтеза ферментного белка). 


1. ГЛЮКОЗ0-6-ФОСФАТДЕГИДРОГЕНАЗА (Г-6-ФД) 


1. Нарушения глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы 


Наследуемые вариации глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы были 
открыты после того, как обнаружилось, что у американских негров 
после приема синтетического противомалярийного препарата при- 
махина часто развивается острый гемолиз [255]. Гемолиз возни- 
кает из-за особой аномалии [137], которая состоит в том, что в 
эритроцитах наблюдается характерная недостаточность глюкозо-6- 
Ффосфатдегидрогеназы [97]. 

Этот фермент катализирует окисление глюкозо-6-фосфата в 
6-фосфоглюконат, сопровождающееся восстановлением кофермента 
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НАДФ. Данная реакция представляет собой первую стадию окис- 
ления глюкозы через так называемый пентозный цикл (см, 
фиг. 85). В норме лишь небольшая часть глюкозы утилизируется 
эритроцитами через этот путь обмена. Однако он используется для 
поддержания внутриклеточной концентрации восстановленного 
НАДФ. Вероятно, гемолитические кризы, наблюдаемые у людей с 
недостаточностью Г-6-ФД после приема примахина и других пре- 
паратов, возникают в результате нарушения этого процесса, в 
частности вследствие того, что глутатион постоянно остается в вос- 
становленной форме. 

При определении уровней Г-6-ФД у негров обнаружились по- 
разительные половые различия (фиг. 53). Здоровые мужчины раз- 
деляются на две четко различающиеся группы: с нормальной ак- 
тивностью фермента и с дефицитом фермента. Хотя в каждой 
группе наблюдаются значительные индивидуальные вариации, эти 
два типа распределения практически не перекрываются. В группе 
с недостаточностью фермента уровень активности Г-6-ФД в эри- 
троцитах колеблется вблизи величины, составляющей 154$ среднего 
уровня для группы с нормальной активностью. Совершенно иная 
ситуация отмечена у женщин. Здесь наблюдаются более или ме- 
нее непрерывные индивидуальные вариации уровня активности 
фермента, так что можно встретить все величины, начиная от тех, 
которые характерны для мужчин в норме, и кончая величинами, 
характерными для мужчин с недостаточностью фермента. 

Смысл этих половых различий стал ясен после того, как были 
проведены обследования семей, показавшие, что вариации фермен- 
тативнои активности определяются аллелями локуса, расположен- 
ного в Х-хромосоме [102]. У мужчин имеется только одна Х-хро- 
мосома, и, следовательно, у них может присутствовать либо нор- 
мальный, либо мутантный аллель (вызывающий недостаточность 
фермента), но не оба аллеля сразу. У женщин имеется две Х-хро- 
мосомы. Они могут быть гомозиготными по нормальному аллелю, 
так что уровень фермента у них будет нормальным, как и у муж- 
чин в норме; они могут быть гомозиготными по мутантному аллелю и 
иметь значительный дефицит фермента, как и мужчины с недо- 
статочностью фермента; и, наконец, женщины могут быть гетеро- 
зиготными; в этом случае уровень фермента в среднем будет у них 
почти точно промежуточным. Поскольку у женщин-гетерозигот на- 
блюдаются значительные индивидуальные вариации уровня фер- 
ментативной активности, один конец распределения перекрывает- 
ся с распределением для гомозигот с недостаточностью фермен- 
та, а другой конец — с распределением для нормальных гомозигот. 
Вследствие этого часто оказывается невозможным четко распреде- 
лить женщин по трем постулированным генотипам только на ос- 
новании данных об уровне фермента в эритроцитах. Е 

Вскоре было установлено, что гемолитические кризы у людей 
с дефицитом Г-6-ФД может вызывать не только примахин. Такое 
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Фиг. 53. Распределение уровней активности глюкозо-б-фосфат—дегидрогеназы 
у нигерийцев (235 мужчин и 284 женщины) [458]. 
А — мужчины; Б — женщины. 


же действие оказывают сульфамидные препараты, например суль- 
фапиридин, сульфаниламид (белый стрептоцид) и другие анти- 
бактериальные средства, например нитрофурантоин, различные 
противомалярийные препараты, например пентахин, и т. д. Обна- 
ружено также, что особая форма недостаточности Г-6-ФД служит 


Лекарственные препараты и другие вещества, 
вызывающие клинически выраженный гемолиз у людей с недостаточностью 
Г-6-ФД (из технического отчета ВОЗ, № 366, 1967) 


Ацетанилид Сульфапиридин 

Фенилгидразин Сульфаметоксипиридазин (кинекс) 
Сульфаниламид Салицилазосульфапиридин (азульфидин) 
СУльфацетамид Тиазосульфон 
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Диаминодифенилсульфон Примахин 
Тринитротолуол Памахин 
Нитрофуразон (фурацин) Пентахин 
Нитрофурантоин (фурадантин) Хиноцид 
Фуразолидон Нафталин 
Фуралтодон (альтофур) Неосальварсан 
Хинидин Конские бобы 


причиной заболевания, известного под названием фавизма (лати- 
ризма). Уже давно фавизм довольно часто отмечали в некоторых 
районах Ближнего Востока и Средиземноморья [366, 613, 707], 
Это заболевание проявляется в виде острой гемолитической ане- 
мии, которая наступает при употреблении в пищу конских бобов, 
обычного пищевого продукта в этих районах. 


2. Обычные варианты Г-6-ФД у негров 
и у жителей средиземноморских стран: 
Сав, СаА, СЧА— и С4-Средиземноморский 


Как и дефицит Г-6-ФД у негров, дефицит Г-6-ФД у жителей 
средиземноморских стран и стран Ближнего Востока определяет- 
ся мутантным геном, расположенным в Х-хромосоме. Одако это 
совсем другая мутация, и определяемая ею аномалия также имеет 
некоторые характерные отличия от описанных ранее форм недо- 
статочности Г-6-ФД. В частности, уровень фермента в эритроци- 
тах мужчин с так называемой «средиземноморской» (МеЧШегга- 
пеап») формой недостаточности Г-6-ФД составляет около 3...4% 
от нормального уровня, тогда как при «негритянской» форме эта 
величина составляет в среднем около 15%. При «средиземномор- 
ской» форме происходит также значительное снижение уровня 
Г-6-ФД в лейкоцитах и в других тканях, тогда как в случае «не- 
гритянской» формы такое снижение или не обнаруживается или 
очень мало [421]. Следовательно, если судить по уровню фермен- 
тативной активности, то «средиземноморская» форма представля- 
ет собой значительно более тяжелую аномалию. 

Другое различие между этими двумя формами было обнару- 
жено при электрофоретических исследованиях. Кроме того, этот 
метод позволил выявить еще одну группу вариантов Г-6-ФД, 
сравнительно часто встречающихся у негров; наличие этих вариан- 
тов не связано, однако, с заметным уменьшением ферментативной 
активности [72, 334]. 

При электрофоретическом исследовании Г-6-ФД у непоражен- 
ных негров можно выделить две формы (фиг. 54). Компонент, мед- 
ленно движущийся при рН 8,6, был назван В-формой, а компо- 
нент, движущийся быстрее, — А-формой. У мужчин обнаруживает 
ся либо А-форма, либо В-форма фермента, но никогда обе формы 
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Типы глюкозо-6-фосфат —дегидрогеназы у негров 


Фиг. 54. Электрофоретические компоненты глюкозо-6-фосфат — дегидроге- 
назы эритроцитов у негров с различным фенотином. 


сразу. Кроме того, выяснилось, что при недостаточности Г-6-ФД 
почти всегда обнаруживается фермент с электрофоретической под- 
вижностью, характерной для формы А. Таким образом, по электро- 
форетической подвижности фермента и по уровню его активности 
в эритроцитах мужское негритянское население можно разделить 
на три основные группы. Эти три фенотипа обозначают @аВ, СА 
и СаА-. Для фенотипа СВ характерен нормальный уровень ак- 
тивности фермента, который по электрофоретической подвижности 
относится к форме В. Для фенотипа @4А также характерен нор- 
мальный уровень активности, но фермент относится к А-форме. Фе- 
нотип @4А— характеризуется пониженной активностью (около 15% 
нормального уровня), причем по электрофоретической подвижно- 
сти фермент относится к А-форме. 

Относительная частота этих трех ферментов несколько варьирует 
в разных районах. Например, среди мужчин-нигерийцев ‚(народ- 
ность йоруба) около 56 имеют фенотип СаВ, около 22% —фе- 
нотип САА и около 22% — фенотип @4А- [502]. Среди мужского 
негритянского населения США типичное соотношение таково: фе- 
нотип САВ составляет 60...70%, фенотип @@4А 15...20% и фено- 
тип СаА— 10...15%. Обследование семей показало, что эти фено- 
типы определяются тремя различными аллелями одного локуса, 
расположенного в Х-хромосоме; эти аллели обозначают соответ- 
ственно СаВ, СаА и САА-. У негритянок возможны 6 различных ге- 
нотипов (соответствующие фенотипы представлены на фиг. 54). 
Три из них аналогичны трем описанным федотицам ао а 
ров и соответствуют гомозиготным генотипам баваав, в Аи 
@4^-С4А-. Три другие соответствуют гетерозиготным генотипам 
САВСаА, САВС4АТ и СААСАА-. ы р 

При так называемой «средиземноморскои» форме та 
ности Г-6-ФД фермент по своей электрофоретической нее. 
относится к форме В, так же, как и фермент в норме. Аллель, 
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зывающий появление «средиземноморской» формы недостаточно. 
сти фермента, почти наверняка расположен в том же локусе, что 
и обычные аллели, встречающиеся у негров. Этот аллель обозна- 


чают (С аМеайетатеат 

Четыре аллеля @4в, С4А, С4А- и баМеёйетатет, по-видимому, 
определяют четыре различающихся по структуре формы фермент- 
ного белка Г-6-ФД (см. ниже, табл. 13). В-форму фермента можно 
считать нормальной, поскольку она наиболее распространена и 
встречается повсеместно. Другие формы, возможно, различаются 
между собой единичным аминокислотным замещением. Данные 
по этому вопросу были получены при изучении структуры А-фор- 
мы (определяемой аллелем С4^). У этой формы в определенном 
положении, в котором в В-ферменте присутствует аспарагин, стоит 
остаток аспарагиновой кислоты [701]. До сих пор не удалось про- 
вести аналогичные структурные исследования типов фермента 
С4А- и @94-Средиземноморский из-за трудностей их выделения в 
достаточных количествах в чистом виде. Однако сравнительное 
изучение их свойств позволило выявить некоторые другие интерес- 
ные черты отличия и сходства. 

Фермент А, хотя и отличается электрофоретически от. нормаль- 
ного фермента В, во многих других отношениях очень сходен с 
ним. Оба фермента, по-видимому, имеют абсолютно идентичные 
величины К» с глюкозо-6-фосфатом и НАДФ, близкие оптимумы 
РН и близкие скорости тепловой денатурации. Таким образом, струк- 
турное изменение, обусловливающее электрофоретические разли- 
чия этих ферментов, не приводит к каким-либо заметным разли- 
чиям в их каталитической активности или стабильности. Однако, 
вероятно, имеются все же некоторые очень слабые различия меж- 
ду ними, которые просто невозможно обнаружить существующими 
методами. Так, определяя активность Г.6-ФД в эритроцитах боль- 
шого числа индивидуумов СЧВ и О4А, удалось выявить неболь- 
шую разницу в средней активности двух форм фермента. Средняя 
активность у индивидуумов @4А примерно на 10% ниже, чем у ин- 
дивидуумов @4В, хотя распределения активностей и перекры- 
ваются. 

Фермент А — (определяемый аллелем @4^-) имеет ту же элек- 
трофоретическую подвижность, что и фермент А, и очень близок 
к нему, а также к ферменту В по кинетическим и некоторым дру- 
гим свойствам [331, 422]. Однако этот фермент довольно сильно 
отличается по стабильности ш У!0, что было обнаружено при 
сравнении ферментативных активностей относительно «юных» 
и более зрелых эритроцитов [499, 702]. Эритроциты разделяли на 
группы по «возрасту» с помощью центрифугирования в градиенте 
плотности. Оказалось, что активность Г-6-ФД в менее зрелых по- 
пуляциях клеток (с высоким процентом ретикулоцитов) у индиви- 
дуумов с фенотипом @4А— почти такая же, как и у индивидуумов 
СВ. Однако при исследовании более зрелых клеток обнаружива- 
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ются значительные отличия. В более «старых» эритроцитах у ин- 
дивидуумов СВ активность Г-6-ФД. значительно выше, чем в та- 
ких же клетках у индивидуумов @9А—. Эти исследования позволи- 
ли установить, что время полужизни фермента в эритроцитах при 
фенотипе С4В составляет около 62 дней, тогда как при фенотипе 
САА— всего около 13 дней [499]. Следовательно, дефицит фермен- 
та у негров с фенотипом @4А—, по-видимому, является результатом 
более быстрой денатурации фермента А— ш у. В пробах, ис- 
пользуемых при обычных определениях фермента, конечно, при- 
сутствуют клетки всех возрастов, поэтому величины активности, 
получаемые для индивидуумов с генотипом Сав или СЧА, пред- 
ставляют собой средние значения, промежуточные между сравни- 
тельно высоким уровнем в «молодых» клетках и низким уровнем 
в «более старых». 

Выяснение этих возрастных различий позволило понять, поче- 
му при фенотипе СЯА— не обнаруживается заметного дефицита 
Г.6-ФД в лейкоцитах. Продолжительность жизни эритроцитов 
обычно составляет более 100 дней, однако они утрачивают ядра 
и способность к синтезу белка на ранних стадиях созревания. Со- 
держание Г-6-ФД все время снижается вследствие денатурации, 
но синтеза нового ферментного белка не происходит. В то же вре- 
мя лейкоциты содержат ядра и способны к постоянному синтезу 
фермента. Таким образом, более быстрый распад фермента А- 
в циркулирующих лейкоцитах в отличие от эритроцитов лишь очень 
слабо заметен. 

Фермент @4-Средиземноморский имеет ту же электрофорети- 
ческую подвижность, что и фермент В, но отличается от него по 
некоторым другим свойствам [335], например по значительно бо- 
лее низкой величине К» для глюкозо-6-фосфата и НАДФ. Эти 
ферментные белки различаются также по скорости денатурации 
при повышенных температурах: «средиземноморская» форма дена- 
турирует значительно быстрее. Имеются также различия в опти- 
мумах рН. Особенно необычное свойство «средиземноморской» фор- 
мы — ее способность окислять 9-дезоксиглюкозо-6-фосфат со ско- 
ростью, составляющей около 95...30% скорости окисления глюко- 
зо-6-фосфата. Эти свойства фермента, по-видимому, есть следствие 
его измененной структуры. Однако очень низкая активность фер- 
мента, характерная для фенотипа @4-Средиземноморский, оче- 
видно, обусловлена, как и в случае фермента А—, пониженной ста- 
бильностью ферментного белка т ухо, только у фермента «среди- 
земноморского» типа этот эффект выражен даже еще сильнее. 
Скорость его распада, вероятно, крайне высока, и хотя в незрелых 
эритроцитах дефицит фермента выражен несколько слабее, чем в 
«зрелых», тем не менее снижение уровня ферментативной актив- 
ности вполне заметно уже в ретикулоцитах [499]. У индивидуу- 
мов с фенотипом С4-Средиземноморский обнаружена также зна- 
чительная недостаточность Г-6-ФД в лейкоцитах [511]. 
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Как мы видели, фенотип баА— весьма обычен среди негров, 
а фенотип <а-Средиземноморскии довольно часто встречается 
среди населения Ближнего Востока и южной Европы. Большинст- 
во людей с этими двумя формами недостаточности Г-6-ФД. совер- 
шенно здоровы, и патологические симптомы появляются у них 
лишь после приема того или иного лекарственного препарата, 
к которому они чувствительны, или (в случае фермента «средизем- 
номорского» типа) после употребления в пищу конских бобов. 
В этих случаях у них развивается острая гемолитическая реакция. 
Однако степень тяжести этой реакции очень вариабельна. Так, не- 
которые люди с ферментом «средиземноморского» типа могут 
употреблять в пищу бобы без каких-либо серьезных последствий, 
тогда как у других при этом быстро развивается тяжелый гемоли- 
тический криз. Причина этих различий неизвестна. Возможно, они 
отчасти детерминированы генетически и, по-видимому, зависят от 
того, каким обменным превращениям подвергается в организме ак- 
тивное вещество, содержащееся в бобах. 


3. Другие варианты глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы 


Кроме описанных обычных форм недостаточности Г-6-ФД в 
различных популяциях найдены также некоторые другие формы. 
Каждая из них, по-видимому, связана с синтезом отличающейся 
по структуре молекулы фермента, обладающей характерными 
свойствами. Как правило, аллели, определяющие эти формы, 
встречаются относительно редко, причем они, вероятно, неравно- 
мерно распределены в различных популяциях. Однако некоторые 
аллели встречаются в определенных районах с заметной частотой. 
Например, аллель, определяющий вариант @4-Кантон, весьма 
распространен у выходцев из южного Китая и прилегающих райо- 
нов, а аллель, определяющий @4-Афины, довольно часто встре- 
чается в Греции. Эти варианты Г-6-ФД отличаются от других ва- 
риантов и от обычных форм фермента С4В, @4А, САА— и О4-Сре- 
диземноморский по какой-либо качественной характеристике (по 
электрофоретической подвижности, величине К», термостабильно- 
сти, способности окислять 2-дезоксиглюкозо-б6-фосфат, оптимуму 
РН ит. д.). Некоторые из этих характеристик суммированы 
в табл. 13. Для того чтобы достаточно полно охарактеризовать и 
идентифицировать данный вариант, необходимо исследовать зна- 
чительное число различных его свойств. 

Многие из вариантных фенотипов связаны с некоторой недо- 
статочностью фермента, причины которой, вероятно, для разных 
вариантов различны. В некоторых случаях, как и в случае @4А— 
и С4-Средиземноморский, главной причиной дефицита фермента, 
вероятно, служит пониженная стабильность ферментного белка. 
В других случаях он может быть следствием снижения катали- 

тической активности за счет изменения структуры фермента. 
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Третья возможная причина недостатка фермента — снижение ско- 
рости синтеза ферментного белка аналогично снижению скорости 
синтеза гемоглобина при талассемии. Конечно, не исключено, что 
уровень активности может определяться сразу несколькими при- 
чинами. 

Данные, приведенные в табл. 13, свидетельствуют о том, что, 
хотя во многих случаях наличие вариантного фермента связано с 
заметным уменьшением ферментативной активности, в других 
случаях изменение активности очень невелико, а иногда и совсем 
не наблюдается. Кроме того, по крайней мере для одного вариан- 
та (С @тектоен) отмечено заметное увеличение активности. Та- 
ким образом, здесь возможен очень широкий диапазон колебаний. 

Нужно отметить, что присутствие определенных вариантов свя- 
зано с хроническими формами гемолитической анемии (так назы- 
ваемая несфероцитарная гемолитическая болезнь), которые на- 
блюдаются даже в отсутствие обычных стимулирующих факто- 
ров — лекарственных препаратов, некоторых пищевых продуктов 
(конские бобы), инфекции. Однако при наличии некоторых дру- 
тих вариантов (например, @4-Средиземноморский) хроническая 
темолитическая болезнь не отмечается, несмотря на то что актив- 
ность фермента в эритроцитах может быть крайне низкой или во- 
обще отсутствовать. Вероятно, в большинстве случаев эффект оп- 
ределяется кинетическими свойствами ферментов и тем, как эти 
свойства влияют на функции эритроцитов ш \1\о. Например, при 
использовании обычных методов определения в гемолизатах @4- 
Оклахома отмечается несколько более высокая активность фер- 
мента, чем в гемолизатах @4-Средиземноморский (табл. 13). Од- 
нако первая аномалия сопровождается хронической гемолитиче- 
ской болезнью, а вторая — нет. Возможное объяснение состоит в 
том, что величина К» для @4-Оклахома с глюкозо-6-фосфатом 
гораздо выше, чем величина К» в случае @4-Средиземноморский. 
При стандартном методе определения активности поддерживается 
относительно высокая концентрация глюкозо-6-фосфата; это нуж- 
но для того, чтобы насытить фермент и обеспечить максимальную 
скорость реакции. Однако в эритроцитах концентрация глюкозо- 
6-фосфата много меньше; вероятно, она близка к величине К» или 
даже ниже. Как явствует из графиков, приведенных на фиг. 55 
[332], скорость реакции в эритроцитах @4-Оклахома действитель- 
но может быть значительно ниже, чем в эритроцитах @4-Среди- 
земноморский, несмотря на то что соотношение активностей, оп- 
ределяемых в системе с высокими концентрациями глюкозо-6-фос- 
фата, оказывается обратным. 


4. Гипотеза Лайон 


Поскольку локус Г-6-ФД находится в Х-хромосоме, в клетках 
женщин он представлен дважды (ХХ), ав клетках мужчин — 
Только один раз (ХУ). Тем не менее в норме среднии уровень ак- 
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То же То же у» То же То же Редкий тип [401 
Ниже нормы >" 1% »ь |! у То же [262 
Нормальная ›» ›»» Нормальная ›» Нл: [401 
Выше нормы| Выше нормы ? То же ? .»» [420 
Ниже нормы| Ниже но) р 
рмы| Увеличенное И Бимодальная С 2: 
(23) (1,5) (7,4) г 
То же 2 : 
(30.40) 2 Норма у» Слабо выра- Жо [510] 
женная би- 
Е модальность 
о же Нормальная | Увеличен 
(16. 19) р т У не ею То же Обычен [605] 
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Варианты глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы 
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Фиг. 55. Зависимость скорости реакции от концентрации глюкозо-6-фосфата 
для двух вариантов глюкозо-6-фосфат — дегидрогеназы [332]. 
1 — 94-Оклахома (Кт = 140 мкм); /[/ — С4а-Средиземноморский т = 18 мкм). Кривые 


построены таким образом, что относительные скорости при стандартной концентрации глю- 

козо-6-фосфата (указана стрелкой) пропорциональны удельным активностям гемолизатов. 

Жирная линия под осью абсцисс показывает пределы внутриклеточных концентраций глю- 
козо-6-фосфата. 


тивности Г-6-ФД у женщин в основном не отличается от уровня 
активности у мужчин [419]. Кроме того, тот же средний уровень 
активности наблюдается у индивидуумов с аномальным числом 
Х-хромосом, например у мужчин с синдромом Клайнфельтера 
(ХХУ) иу женщин с набором ХХХ, если только они не несут ка- 
кой-нибудь аллель, определяющий недостаточность Г-6-ФД. [214, 
229]. Таким образом, число генов Г-6-ФД у индивидуума не вли- 
яет на уровень активности фермента. 

Это явление выравнивания эффекта генов, сцепленных с Х-хро- 
мосомой, у обоих полов называют иногда компенсацией дозы. Ве- 
роятно, компенсация дозы происходит для большинства локусов 
Х-хромосомы, не имеющих отношения к половой дифференциров- 
ке. Гипотеза, объясняющая это явление (по крайней мере у мле- 
копитающих), была предложена Лайон [405], а также Бейтлером 
и др. [54]. Эта гипотеза предполагает, что в любой клетке женско- 
го организма в функционально активном состоянии находится 
только одна из двух Х-хромосом. Эта Х-хромосома может быть 
получена либо от матери, либо от отца, причем в общем одна из 
них будет активной в одних, а вторая —в других клетках. В то 
же время у мужчин единственная Х-хромосома функционально 
активна во всех клетках. Следовательно, в каждой соматической 
клетке как мужчин, так и женщин функционально активной будет 
только одна доза любого из генов’ Х-хромосомы. Таким образом 
достигается компенсация дозы гена. Предполагается, что инакти- 
вация той или другой Х-хромосомы в клетках женщины происхо- 
дит более или менее случайно, причем на очень ранних стадиях 
эмбрионального развития. Считается также, что коль скоро Х-хро- 
мосома в данной клетке инактивировалась, во всех дочерних клет- 
ках будет инактивирована та же Х-хромосома. Согласно этой ги- 
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Фиг. 56. Электрофоретическое разделение компонентов глюкозо-б-фосфат — 
дегидрогеназы в разрушенных ультразвуком культурах клеток, взятых у ге- 


терозиготной женщины с генотипом СААбав [199]. 


В исходной культуре содержались два компонента — СА и САВ. Однако клоны, получен- 
ные из клеток этой культуры, обладают либо САА либо СаВ, но не обоими сразу. 


потезе, женщин можно рассматривать как мозаиков: примерно в 
половине клеток будет активна только Х-хромосома, полученная от 
отца, а в остальных клетках — только Х-хромосома, полученная от 
матери. 

Для того чтобы непосредственно проверить эту гипотезу, нуж- 
но обследовать женщин, гетерозиготных по двум аллелям локуса 
Х-хромосомы, определяющего структуру какого-либо ферментного 
или иного белка. В разных клетках функционально активная хро- 
мосома будет нести либо один, либо другой аллель, так что в од- 
них клетках будет синтезироваться одна форма фермента, а в дру- 
гих — другая, и никогда обе сразу. Исследование гетерозигот по 
аллелям, определяющим варианты Г-6-ФД, показало, что, по-ви- 
димому, именно так и обстоит дело. 

Особенно убедительно это явление было продемонстрировано 
в экспериментах с клетками кожи в культуре; эксплантат был по- 
лучен от гетерозиготной негритянки с генотипом Сав ба^ [129]. 
При электрофоретическом исследовании Г-6-ФД в клонах клеток, 
выращенных в культуре, было обнаружено, что некоторые клоны 
содержат только фермент А, а другие — только фермент В, и ни 
один из клонов не содержит оба фермента сразу (фиг. 56). Вместе 
с тем в культуре ткани, полученной из эксплантата кожи гетерози- 
готной женщины, в общем могут содержаться как клоны А, так 
и клоны В. Таким образом, в организме женщин имеются, очевид- 
но, две различные популяции клеток, одна из которых синтезирует 
только фермент А, а другая синтезирует только фермент В. ме 

Аналогичные эксперименты были проведены на культурах кле- 
ток, взятых у женщин с генотипом СаВбамейиетатевт. В этом слу- 
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чае легко удавалось различить два типа клонов. м 
ферментативной активности был примерно таким , и уро- 
вень активности в культуре клеток, взятых у МУжчины с генотипом 
СавВ (с нормальной активностью фермента), а в другом уровень 
активности был значительно ниже, как это характерно для клеток 
мужчины с генотипом СаМейиетатеат, В этом случае опять-таки 
имелось две биохимически различные популяции клеток, которые 
удается идентифицировать в культурах клеток, выделенных от 
гетерозиготного индивидуума. 

Исследования эритроцитов гетерозиготных негритянок с гено- 
типом САВСАА- показали, что и в этом случае также имеется две 
биохимически различные популяции клеток [50]. Аналогичные 
данные были получены при изучении свойств фермента в неболь- 
ших биопсийных препаратах кожи и в единичных опухолях (лей- 
омиом) гетерозигот с генотипом С4вСа^ [394, 395]. 

Таким образом, постулат, согласно которому в любой данной 
клетке женщины в функционально активном состоянии находится 
только один из двух аллелей локуса Х-хромосомы, по-видимому, 
справедлив для локуса Г-6-ФД. Аналогичные результаты получе- 
ны также для другого сцепленного с Х-хромосомой фермента — 
гипоксантин: гуанин — фосфорибозилтрансферазы. Имеется так- 
же большое число косвенных данных в пользу того, что этот фе- 
номен действительно имеет общий характер `[427, 536, 541]. Не 
известно точно, как именно осуществляется инактивация генов в 


одной ИЗ двух хромосом и как она распространяется от одного 
поколения клеток к другим. 


ТУ. КИСЛАЯ ФОСФАТАЗА ЭРИТРОЦИТОВ 


Количественная и качественная вариабельность сывороточной 
холинэстеразы и глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы была обнаруже- 
на при изучении некоторых клинически проявляющихся видов па- 
тологий; во-первых, повышенной чувствительности к мышечному ре- 
лаксанту суксаметонию и, во-вторых, гемолитической анемии, вы- 
зываемой некоторыми лекарственными препаратами, и фавизма. 
Оказалось, что в обоих случаях недостаточность ферментов обу- 
словлена присутствием в организме качественно различающихся 
вариантных форм этих ферментов. С кислой фосфатазой эритроци- 
тов дело обстоит по-другому. Наследуемая количественная измен- 
чивость была обнаружена для этого фермента в результате пря- 
мых поисков, ставивших целью обнаружение достаточно широко 
распространенных структурных вариантов фермента у здоровых 
индивидуумов (стр. 235—237). 

Этот фермент, обладающий фосфорилазной и фосфотрансфе- 
разной активностью и низким оптимумом рН, вероятно, характе- 
рен для эритроцитов; по некоторым свойствам он четко отличает- 
ся от кислых фосфатаз, обнаруживаемых в других тканях. Точная 
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Фиг. 57. Электрофоретическое разделение кислой фосфатазы эритроцитов 
индивидуумов с различным фенотипом. 


Электрофорез в крахмальном геле при РН 6,0. Вверху в цитратно-фосфатной буферной 

системе; внизу — в фосфатном буфере. Заметьте, что два типа изоферментов А имеют под- 

вижность в различных буферных системах, отличную от подвижности двух типов изофермен- 
тов В и двух типов изоферментов С. Детали метода см. в работе [266]. 


метаболическая функция кислой фосфатазы в эритроцитах неиз- 
вестна; какие-либо клинические аномалии, связанные со специфи- 
ческим дефектом этого фермента, не выявлены. 


1. Варианты, различающиеся 
по электрофоретическим свойствам 


При электрофоретическом исследовании кислой фосфатазы 
эритроцитов у разных людей, как правило, выявляются два или 
более различных компонента, или изофермента, причем разные 
индивидуумы различаются между собой по распределению этих 
изоферментов [267, 268]. У европейцев удается выделить 6 раз- 
личных фенотипов, которые обозначают А, ВА, В, СА, СВ иС. Схе- 
ма электрофоретического разделения изоферментов кислой фос- 
фатазы этих 6 типов представлена на фиг. 57. Среди европейцев 
около 13 населения относится к типу А, 43$ —к типу ВА, 
36% —к типу В, 3% — к типу СА, 5% —к типу СВ и около 1 на 


600 — к типу С. 
10—843 
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Обследование семей показало, что все эти типы кислой фосфа- 


тазы эритроцитов детерминированы генетически. Характер рас- 
ферментов у потомства 
возможных браков легче всего объяснить, исходя из предположе- 
ния, что они определяются тремя обычными аутосомными аллеля- 
ми: Ра, РЬ и Рс. Фенотипы А, В и С соответствуют гомозиготным 
генотипам Р“Ра, РР и РеРе, а типы ВА, СА и СВ — гетерозигот- 
ным генотипам Р“ Р®, РаРе и РЬРе. В табл. 14 представлены неко- 
при обследовании семей. 
Можно видеть, что они хорошо согласуются с законами Менделя. 


щепления по этим типам 


торые типичные данные, 


полученные 


ТАБЛИЦА 14 


от различных 


Распределение фенотипов кислой фосфатазы эритроцитов 


(данные обследования 440 семей в Англии [228]) 





Распределение потомства по указанным фенотипам 












































Тип Число 

брака браков А ВА В СА СВ [е Всего 
АХА 13 22 20 
АХВА 50 65 48 — — = -- 113 
АХВ 27 = 65 65 
АХСА 6 4 == — 5 — Е. 9 
АХСВ 10 — 5 — 14 -- — 19 
ВАХВА 94 40 91 54 — — = 185 
ВАХВ 109 — 106 96 — — — 202 
ВАХ СА 16 14 Э — 6 4 — 33 
ВАХСВ 16 — 10 й 6 10 | — 33 
ВхВ 55 — — 141 — — = 141 
ВХСА 12 — 12 — — 20 — 32 
ВхСВ 24 — — 33 — 25 =— 58 
САХСВ 5 = 2 — 2 3 1 8 
СВхСв 3 — — 0 — 4 1 5 

Всего 440 145 348 331 33 66 7 925 

Различные фенотипы отличаются друг от друга по электрофо- 


ретической подвижности, по относительной активности 


и по числу 


присутствующих изоферментов. У гомозигот А, В и С имеется по 
два характерных изофермента. Два изофермента гомозигот А от- 
личаются по электрофоретической подвижности от каждого из изо- 
ферментов гомозигот В и С. Кроме того, изоферменты типа А име- 


ют примерно одинаковую активность, тогда как в типах Ви С два 
















фиг 5. Сравне! 
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— Фиг. 58. Сравнение термостабильности различных типов кислой фосфатазы 
9 эритроцитов. 


Средние величины остаточной активности фермента после прогрева при 50 °С в течение раз- 
183 личного времени [402]. 


9 изофермента заметно различаются по своей активности. Так, в слу- 
19 чае типа В активность быстро движущегося к аноду изофермента 
у значительно выше, чем активность медленного изофермента, тогда 
как для типа С отмечается обратное соотношение. Распределение 
28 изоферментов у гетерозигот ВА, СА и СВ отличается большей 
$3 сложностью; по-видимому, у них имеется смесь изоферментов, ха- 
рактерных для соответствующих гомозигот, причем эти изофермен- 
ты присутствуют примерно в равных пропорциях. Нет никаких 


м указаний на образование у гетерозигот гибридных изоферментов. 
3 Исследования субстратной специфичности и кинетических 
з свойств кислой фосфатазы разных типов не выявили никаких осо- 


бых различий [402, 563]. По-видимому, все изоферменты, к како- 
| му бы типу они ни относились, имеют одинаковую молекулярную 


| 5 массу [402]. Однако обнаружены значительные отличия в термо- 
р стабильности (фиг. 58). В общем относительная термостабиль- 
ность изоферментов различных типов убывает в порядке @-в_— 


а в пределах каждого типа быстрее движущийся к аноду изофер- 
мент, видимо, несколько менее стабилен, чем медленный [174, 
. 402]. 

у Природа структурных различий, отмечаемых для разных типов 
бе, кислой пределяются разными аллелями, не- 
О лой фосфатазы, которые опр ые 
Я" известна. Можно предположить, что разные ЕЯ про нь 
А, один от другого в результате единичных мутации; т а 
кодирует особую полипептидную цепь, причем различия ) 
сводиться к замене всего одной аминокислоты. Предполагается 
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также, что оба изоферментных белка, определяемых каждым дан- 
ным аллелем, построены из одинаковых полипептидных цепей, по- 
скольку у мутантных форм оба они модифицированы одинаковым, 
весьма характерным образом. Однако молекулярные основы обра- 
зования каждым аллелем двух изоферментов совершенно неясны. 
Изоферменты не различаются по молекулярной массе, и нет ника- 
ких данных, которые свидетельствовали бы о том, что они содержат 
более одной полипептидной цепи, хотя такую возможность нельзя 
полностью исключить. Вероятно, они представляют собой конформа- 
ционные изомеры или же образуются в результате вторичных мо- 
дификаций специфичного полипептида, кодируемого данным ал- 
лелем, уже после того, как синтез полипептидной цепи завершен. 
Межаллельные различия предполагают не просто различия в за- 
и. ряде молекулы, который, кстати, по-видимому, для каждой пары 
И изоферментов одинаков, но также значительную разницу в отно- 
сительной активности, характерной для каждого аллеля. Так, ес- 
ли два изоферментных белка, определяемых аллелем Р“, облада- 
} ют примерно одинаковой активностью, то изоферменты, соответст- 
вующие аллелям Р? и Р°, сильно различаются по активности: в слу- 
чае аллеля Р? более активен «быстрый» изофермент, а в случае 
Р° — «медленный». 

Было обнаружено несколько фенотипов кислой фосфатазы а 
эритроцитов помимо тех шести, о которых шла речь выше [195, ыы ВА Вит, 
322]. Они, по-видимому, представляют собой гетерозиготные ком- в Можно видет 
бинации редкого аллеля с каким-либо из трех обычных аллелей ыы ‘оРласуку 
(Р“, РЬ или Р°). Каждый новый редкий аллель также ответствен } 
за появление двух новых изоферментных белков, обладающих 
иными (по сравнению с уже известными белками) свойствами. 





ДИТИВ" 








2. Количественные различия 





, Итак, каждый аллель определяет формы фермента, различаю- 
Я щиеся по своей структуре. Как явствует из результатов определе- | 

| ния общей активности кислой фосфатазы эритроцитов у людей 

разных фенотипов, эти структурные различия сопровождаются их 

. различиями в активности [602]. . У 
Типичные данные представлены в табл. 15. Хотя вариации а “У 
МИ активности в пределах одного фенотипа весьма значительны, тем о ИИ 
не менее различия в средних уровнях активности между разными у 
фенотипами заметно выражены. В среднем в эритроцитах индиви- 
| дуума фенотипа В уровень активности примерно в 2 раза выше, 
У чем у индивидуума фенотипа А, тогда как у людей фенотипа АВ 
| отмечается промежуточный уровень активности фермента. Анало- 
|} гично активность кислой фосфатазы эритроцитов у людей фено- 

я типа СВ в среднем выше, чем у людей фенотипа СА или В. 

Используя подобные данные, можно решить вопрос, являются 
ли количественные эффекты трех аллелей аддитивными или нет. 
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ТАБЛИЦА 15 


Средние уровни активности кислой фосфатазы эритроцитов 
у индивидуумов с разным фенотипом [602] 






































Число обследованных 
я индивидуумов Средняя активность Стандартное отклонение 
А 33 122,4 16,8 
ВА 124 153,9 173 
к 81 188,3 19.5 
ее и 183,8 19,8 
И св 26 212,3 31 
И а 
В 

в Если они аддитивны, то должны быть верными следующие соотно- 
облет, шения: 

ОВС, У Е 

—А+-—=-В= ВА, 

ВО. 2 ра) (а), 
у С ЕЕ 

а: (0), 
сфатины — 

[5 где А, ВА, В ит. д. — средние величины для различных феноти- 
г ы пов. Можно видеть, что результаты, представленные в табл. 15, 
ы м хорошо согласуются с представлением об аддитивности. Так, 
аа 

Ко рае 
но — А+ -—В- 155,35 единиц, 
даю 2 2 
слим" ВА 153,9 единиц, 
Е 
СА А = 122,6 единиц, 

81° == ое 
ли 6 СВ—-5_В= 118,15 единиц. 
дей” 2 
еде 

| 
до Эти результаты согласуются с электрофоретическими данными, 
а" согласно которым набор изоферментов у гетерозигот представляет 
з собой простую смесь в равных пропорциях изоферментов двух 

в соответствующих гомозиготных типов. ь 
т о Эти исследования выдвигают один вопрос, представляющий 
и общий интерес. Если определять активность кислой фосфатазы 
. хй' эритроцитов в случайных выборках из общей популяции, то полу- 
р у чается унимодальное непрерывное распределение, не отличающее- 
й й ся по форме от распределений, получаемых при Е 
и исследованиях многих других ферментов в случайно выбранных 
М популяциях. Однако в случае щелочной фосфатазы очевидно, что 
й общее распределение представляет сумму различающихся, но не 
в. уй рекрывающихся распределении, соответствующих каждому из ди 
и и 
") 
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Фиг. 59. Распределение уровней активности кислой фосфатазы эритроцитов 
в популяции в целом (пунктирная линия) и для отдельных фенотипов. 


Кривые построены на основании данных, представленных в табл. 15, с учетом известных ве- 
личин частоты различных фенотипов среди населения Англии. 


кретных фенотипов (фиг. 59). Далее, наличие вариантных распре- 
делений, отличных в основном от общего распределения, обуслов- 
лено эффектами трех встречающихся в популяции аллелей. Веро- 
ятно, количественная вариабельность других ферментов, для кото- 
рых также наблюдается непрерывное и унимодальное распределе- 
ние, может иметь аналогичную простую основу. Отсюда, между 
прочим, ясно, насколько труден часто генетический анализ коли- 
чественной вариабельности ферментов в отсутствие других мето- 
дов различения дискретных фенотипов. 

Не известно, каким образом структурные различия между раз- 
ными типами кислой фосфатазы, которые определяются разными 
аллелями, связаны с этими количественными различиями в ак- 
тивности. Возможно, какую-то роль играют различия в стабиль- 
ности ферментов, поскольку обнаруженный порядок относительной 
термостабильности (С>В>А) совпадает с порядком уменьшения 
относительной активности фермента в эритроцитах индивидуумов 
различных фенотипов. 
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ВРОЖДЕННЫЕ НАРУШЕНИЯ ОБМЕНА 


1. ГАРРОД. И КОНЦЕПЦИЯ «ВРОЖДЕННЫХ НАРУШЕНИЙ ОБМЕНА» 


Давно известно, что существует ряд болезней обмена веществ, 
при которых характерные клинические, патоморфологические и 
биохимические нарушения, по-видимому, определяются врожден- 
ной недостаточностью определенного фермента, в свою очередь 
обусловленной присутствием измененного гена, кодирующего этот 
фермент. Такие состояния обычно называют «врожденными нару- 
шениями обмена веществ»; этот термин впервые употребил А. Гар- 
род более 60 лет назад. 

Основная концепция патогенеза таких расстройств была раз- 
вита Гарродом [184] главным образом на основании изучения 
редкого заболевания, называемого алкаптонурией. Его классиче- 
ские работы по этому заболеванию послужили изящной и простой 
моделью для объяснения целого ряда различных наследственных 
заболеваний, открытых впоследствии. 

При алкантонурии отмечается выделение с мочой большого 
количества гомогентизиновой кислоты — вещества, которое в нор- 
ме в моче не встречается. У больных алкаптонурией выделяется 
по нескольку граммов гомогентизиновой кислоты в сутки, причем 
это происходит непрерывно и длится всю жизнь. Это заболевание 
легко выявляется по характерному изменению цвета мочи при 
стоянии; хотя цвет свежей мочи нормальный, она быстро чернеет 
при стоянии вследствие окисления содержащейся в ней гомоген- 
тизиновой кислоты. Вот почему это расстройство, как правило, 
распознается уже в младенческом возрасте из-за характерного 
окрашивания пеленок. Больные алкаптонурией обычно клиниче- 
ски совершенно здоровы, но В более позднем возрасте у них часто 
развивается своеобразное поражение суставов — охроноз. Этот 
артрит, по-видимому, вызывается отложением в хряще и других ви- 
дах соединительной ткани пигмента, образующегося из гомогенти- 
зиновой кислоты. < 

Гаррод установил, что если к пище больных с алкаптонуриеи 
добавить гомогентизиновую кислоту, то вся она выделяется с мо- 
Чой, тогда как У здоровых людей она, по-видимому, очень быстро 
разлагается в процессе метаболизма. Он показал также, что вы- 
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деление гомогентизиновой кислоты возрастает, если в пище боль_ 
ных с алкаптонурией повысить содержание белка, и что это свя- 
зано с присутствием в белке ароматических аминокислот — фенил- 
аланина и тирозина, которые сами по себе также повышают 
выделение гомогентизиновой кислоты. Выведение с мочой гомоген- 
тизиновой кислоты усиливается и при приеме некоторых произ- 
водных фенилаланина и тирозина, которые можно рассматривать 
как промежуточные продукты катаболизма последних. 

у На основании таких опытов Гаррод пришел к выводу, что го- 
могентизиновая кислота, хотя она никогда не обнаруживается в 
тканях, служит нормальным промежуточным продуктом катабо- 
лизма фенилаланина и тирозина и что у больных алкаптонурией 

















‚0 
основное нарушение заключается в неспособности расщеплять Ю в 
гомогентизиновую кислоту из-за отсутствия необходимого ДЛЯ ‚9 
этого фермента. Таким образом, он предположил, что у здоровых и 
людей гомогентизиновая кислота может встречаться лишь в сле- (к 
М довых количествах, поскольку она распадается так же быстро, как 1-0 
и, и образуется. В то же время у больных алкаптонурией гомоген- с 
тизиновая кислота не может разлагаться, вследствие чего этот ме- 
таболит накапливается в клетках печени, где в основном происхо- Ю ОН 
дит соответствующий метаболический процесс, попадает в кровя- 
ное русло и выводится в больших количествах с мочой. СН5СоОН 
В то время не было решающего доказательства этой концен- ГОмоЗент 
ции, которое, естественно, должно состоять в прямой констатации х ИИЛОта 
отсутствия определенного фермента. Это доказательство было по- 
лучено не ранее чем через 50 лет с небольшим, после того как : 
стало возможным исследовать путем биопсии всю последователь- м в 
ность ферментов, участвующих в окислении тирозина (фиг. 60) мента 
в печени. Было установлено, что у больных алкаптонурией со- " 
и - ТАБЛИЦА 16 ое в 
Активность ферментов окисления тирозина в ткани печени мы \ т 
при алкаптонурии и в норме (по данным биопсии) [361] т уе й С 
| Активность & м о м. 
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| Е еее ОЕ ЕЕ о 66 
Г а : и т о 
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Фиг. 60. Ферментативные реакции окисления фенилаланина и тирозина до 
ацетоуксусной кислоты [358]. 


держание в ткани печени всех этих ферментов, за исключением 
оксидазы гомогентизиновой кислоты, т. е. фермента, который ка- 
тализирует превращение гомогентизиновой кислоты в малеилаце- 
тоуксусную кислоту [361], не отклоняется от нормы. Последний 
же фермент обнаружить не удалось (табл. 16). Таким образом, 
классическое объяснение биохимического механизма алкаптону- 
рии, предложеное Гарродом, полностью подтвердилось. 

Другая примечательная черта алкаптонурии, на которую Гар- 
род обратил внимание, заключается в семейном характере этой 
аномалии. Это очень редкое заболевание часто обнаруживается 
У нескольких членов одной семьи. Нередко пораженными оказы- 
ваются два или несколько сибсов, хотя их родители, дети и другие 
родственники, по-видимому, вполне здоровы. Далее, родители 
больных с алкаптонурией нередко состоят в кровном родстве. Ро- 
дословные при этом очень характерны, и Гаррод почти не коле- 
бался, делая вывод, что они свидетельствуют о наследственной 
природе заболевания. Он консультировался с Бэтсоном — одним 
из первых генетиков, который отметил, что наблюдаемая картина 
может быть легко объяснена исходя из законов Менделя, неза- 
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долго до того открытых повторно. Родословные были как раз та- 
ковы, как и следовало ожидать, если алкаптонурия определяется 
редким рецессивным менделирующим фактором, или, как говорят 
теперь, геном. Больные предположительно должны были быть го- 
мозиготными по измененному гену. Это был первый случай так 


называемой «рецессивной наследственности», выявленный у че- 


ловека. 

Таким образом, Гаррод объяснил алкаптонурию врожденной 
недостаточностью в отношении какого-то определенного фермента, 
обусловленной наличием двойной дозы аномального менделирую- 
щего фактора, или гена. Из этого прямо следовал очень важный 
вывод, а именно что в организме для образования этого фермента 
должен присутствовать нормальный аллель соответствующего гена. 
Это было первым указанием на то, что гены оказывают свое дей- 
ствие в организме, управляя синтезом ферментов и других бел- 
ков, — закономерность, которая в настоящее время стала обще- 
принятой. 

Гаррод рассматривал врожденные нарушения как состояния, 
при которых из-за отсутствия определенного фермента соответст- 
вующее звено в последовательности реакций (составляющее часть 
нормального метаболического пути) оказывается блокированным. 
В результате этого метаболиты, непосредственно предшествующие 
блокированной реакции, накапливаются, а метаболиты, которые 
должны были бы образоваться на последующих этапах, не обра- 
зуются. Различные биохимические, патологические и клинические 
проявления такого состояния можно рассматривать как вторич- 
ные следствия этого первичного нарушения обмена. Такие вторич- 
ные изменения могут быть весьма сложными. Они могут затраги- 
вать многие жизненные функции и, вообще говоря, зависят от при- 
роды и биохимической роли тех метаболитов, которые наканлива- 
ются, и тех, образование которых заторможено. 

В настоящее время известен целый ряд различных нарушений, 
которые можно объяснить исходя из этого общего принципа. Они 
перечислены в приложении 1. Хотя специфическая ферментная 
недостаточность выявлена в каждом из этих случаев, природа на- 
рушений, лежащих в ее основе, выяснена лишь в очень немногих 
из них. В некоторых случаях механизм заключается в синтезе ва- 
риантного ферментного белка с измененной структурой, у которо- 
го нарушены каталитические свойства. В других причиной дефекта 
может быть синтез структурного варианта фермента, который от- 
личается крайней нестойкостью и вследствие этого быстро распа- 
дается в тканях. Наконец, в некоторых случаях может иметь ме- 
сто характерное подавление или полное прекращение синтеза 
ферментного белка. 

Ферменты, затронутые при таких аномалиях, могут быть са- 
мыми разными. Весьма разнообразны также и обусловленные 
этими дефектами метаболические нарушения и их клинические 
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проявления — от состояний, которые могут быть летальными уже 
на ранних стадиях развития (например, болезнь кленового сиропа), 
и таких, которые связаны со стойкой патологией, скажем, с умст- 
венной отсталостью (например, фенилкетонурия) или хронической 
гемолитической болезнью (например, недостаточность пируватки- 
назы), до таких, которые протекают относительно доброкачествен- 
но (например, алкаптонурия) или вообще не сопряжены ни с ка- 
кой патологией (например, недостаточность фруктокиназы). 

Ниже мы рассмотрим некоторые виды биохимических и мета- 
болических нарушений, являющихся следствием таких специфиче- 
ских дефектов ферментов, и их клинические проявления. 


ПИ. ФЕНИЛКЕТОНУРИЯ 


Фенилкетонурия относится к наиболее распространенным «врож- 
денным нарушениям обмена», вызывающим тяжелые клинические 
симптомы. Это заболевание интенсивно изучалось после открытия 
его Фёллингом в 1934 году. Оно характеризуется резко выраженной 
умственной отсталостью. Так, в большинстве учреждений для 
умственно отсталых у 0,5—1% всего контингента больных выяв- 
ляется фенилкетонурия. В Европе эта аномалия обнаруживается 
приблизительно у одного из 15 000 новорожденных. 

Недостающим ферментом является фенилаланин — 4-гидрокси- 
лаза [307, 431, 658], которая в норме катализирует в печени гид- 
роксилирование в пара-положении аминокислоты фенилаланина 
с образованием тирозина. Фенилаланин непрерывно образуется 
при нормальном распаде тканевых белков и при переваривании 
белков пищи (фиг. 61). Первый этап катаболизма фенилаланина 
состоит в его превращении в печени в тирозин. Если этот процесс 
нарушен, то фенилаланин накапливается в клетках и появляется 
в больших количествах в жидкостях организма. При фенилкетону- 
рии содержание фенилаланина в сыворотке обычно более чем 
в 30 раз выше нормы; выведение его с мочой также увеличено. 
Уровень фенилаланина значительно повышен и в спинномозговой 
жидкости. 

Такое сильное повышение концентрации фенилаланина вызы- 
вает различные вторичные биохимические нарушения (фиг. 61). 
Один путь связан с изменениями в боковой цепи фенилаланина 
[306]. При этом образуются большие количества фенилпировипо- 
градной [175] и фенилмолочной кислоты [704]; появляется также 
фенилуксусная кислота. Последняя далее соединяется с глутами- 
ном, образуя фенилацетилглутамин [694]. Эти вещества характе- 
ризуются низким почечным порогом ‘и выводятся В больших коли- 
чествах с мочой. Эта аномалия получила свое название в связи с 
обнаружением в моче фенилпировиноградной кислоты. 

Другое производное фенилаланина, образующееся в повышен- 
ных количествах при этом заболевании, это о-оксифенилуксусная. 
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Указан пункт метаболического блока при фенилкетонурии. о ЧОТЫ (0< 
ОЛЬНЫХ чар 
етен 
кислота [16]. Орто-гидроксилирование фенилаланина (или фенил- М и, 
пировиноградной кислоты) может происходить и в норме [626], но 2 Канизу 
в количественном отношении оно незначительно по сравнению с па К и Мож 
ра-гидроксилированием, ведущим к образованию тирозина. Однако, о О Другое 
} когда основной путь обмена блокирован, продукт побочного пути С За т 
© ЦВК 
у образуется в больших количествах. У больных фенилкетонуриен рые р 
из фенилаланина вырабатывается в значительных количествах ‚10 сы ф 
также фенилэтиламин [473] —еще одно производное фенилал- о р 
анина, которое в норме, по-видимому, почти не образуется. у т М 
При этом заболевании наблюдаются, кроме того, отклонения Анны, “руд 
ы в обмене триптофана. Повышается выведение индолуксусной и ин- И Е Вяз 
| долмолочной [15], а также индолпировиноградной кислоты [558], Мом о у 
а выведение 5-оксииндолуксусной кислоты понижается [482]. На- ка и 
блюдается снижение концентрации 5-окситриптамина в крови. ЗА ОКЕ . 
Поскольку эти нарушения можно устранить при помощи диеты с мо на и 
| пониженным содержанием фенилаланина, они являются, по-види- ма м 
3. мому, вторичными. Их объясняют частичным ингиб анием под лю 
| Л ирование И 
Й действием фенилаланина или одного из его производных какого-то о х | 
фермента или группы ферментов, участвующих в обмене трипто- а 
фана. 2 ва 
Другое интересное проявление заболевания — небольшое, но к М 
заметное подавление образования меланина из тирозина. Вследст- | о 
вие этого волосы и кожа больных фенилкетонурией несколько т фь 
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менее пигментированы, чем у их здоровых братьев и сестер. Это, 
ПО-ВИДИМОМУ, Объясняется частичным подавлением активности 
фермента тирозиназы под влиянием фенилаланина, который при 
О ТОВаНИИ Наканливается в больших количествах Фенил- 


аланин является конкурентным ингибитором тирозин-тирозиназ- 


ной системы ш УЙго [433]. Сильно увеличивая содержание тиро- 


зина в пище [599] или резко ограничивая прием с пищей фенил- 
аланина [17], у больных фенилкетонурией оказалось возможным 
добиться нормальной пигментации вновь отрастающих волос. 

Поскольку в пище, как правило, содержится достаточное коли- 
чество тирозина, при фенилкетонурии обычно не наблюдается ти- 
розиновой недостаточности. Однако примечательно, что хотя для 
здоровых людей тирозин и не является необходимым компонентом 
пищи (т. е. не относится к числу «незаменимых» аминокислот), он 
становится таковым при фенилкетонурии. Это объясняется тем, 
что в норме тирозин легко образуется в организме из фенилалани- 
на, тогда как при фенилкетонурии этого не происходит. 

При фенилкетонурии не наблюдается серьезных нарушений 
физического развития, однако умственное развитие резко замедле- 
но; у таких больных, как правило, наблюдается резко выраженная 
умственная отсталость (олигофрения): большинство из них либо 
идиоты (/9<20), либо имбецилы (190<50). Однако у некоторых 
больных нарушение умственного развития выражено в меньшей 
степени. 

Механизм поражения мозга при фенилкетонурии остается не- 
ясным. Можно предполагать, что либо сам фенилаланин, либо ка- 
кое-то другое вещество из тех, что присутствуют в жидкостях ор- 
ганизма в резко повышенной концентрации, может ингибировать 
некоторые ферментные системы или блокировать определенные 
процессы транспорта и изменять внутриклеточную среду в тканях 
мозга таким образом, что нормальные биохимические процессы 
В нем нарушаются, однако вопрос о том, каковы конкретные при- 
чинные связи в данном случае, остается неясным. К числу соедине- 
ний, которые ответственны за это нарушение, относится, по-види- 
мому, фенилэтиламин [473]. Это соединение, рассматриваемое как 
нейротоксический агент, вероятно, образуется в мозге из фенил- 
аланина в необычно больших количествах, поскольку уровень со- 
ответствующей декарбоксилазы Г-аминокислоты не снижен, оста- 
Ваясь таким же, как в норме. Другое вещество, которое может 
иметь значение в этой связи, — это 5-окситриптамин (серотонин), 
образование которого у больных фенилкетонурией понижено 
482]. 
аа фенилкетонурии сводится главным образом к ограни- 
чению фенилаланина в рационе. Поскольку фенилаланин относит- 
ся к незаменимым аминокислотам и необходим для нормального 
синтеза белка и для роста, его нельзя полностью исключить из 
пищи. Однако диета может быть составлена таким образом, чтобы 


ГЛАВА У! 





больной получал достаточно фенилаланина для нормального ро- 
ста и в то же время не страдал от последствии избытка этой ами- 
нокислоты. При такой диете концентрация фенилаланина В Жид- 
‹остях организма у больных фенилкетонурией снижается до 
ормального или близкого к нормальному уровня, и биохимиче- 
кие нарушения, являющиеся следствием высокои концентрации 
›енилаланина, исчезают [17]. Не совсем ясно, в какой мере мож- 
о снизить или предотвратить развитие умственной отсталости, 
тостоянно применяя такую диету. Для того чтобы объективно оце- 
нить эффективность такого лечения, необходимы длительные на- 
блюдения на большом клиническом материале. Тем не менее ре- 
зультаты, полученные до настоящего времени, небесперспективны. 
Так, например, выяснилось, что с помощью такой терапии можно 
добиться некоторого успеха, если начать ее как можно раньше, 
поскольку наиболее серьезные поражения мозга при фенилкетону- 
рии происходят, по-видимому, в первые несколько месяцев после 
рождения. 





Ш. ГАЛАКТОЗЕМИЯ 


Галактоземия представляет собой врожденное нарушение угле- 
водного обмена, при котором организм утрачивает способность пе- 
рерабатывать одну из гексоз — галактозу [348, 639]. Галактоза 
служит важным компонентом пищи грудного ребенка, поскольку 
она входит в состав дисахарида лактозы, представляющего собой 
главный углевод молока. Питаясь молоком, ребенок получает зна- 
чительные количества галактозы, что в случаях нарушения галак- 
тозного обмена влечет за собой серьезные последствия. Ребенок 
постепенно теряет в весе, его физическое и умственное развитие 
замедляется, отмечается увеличение печени и нередко развивается 
цирроз; описаны также случаи катаракты. Если диагноз не по- 
ставлен вовремя, то такие дети нередко умирают в грудном воз- 
расте. Однако если такого ребенка перевести на диету, полностью 
лишенную галактозы, то его физическое состояние резко улучшает- 
ся. По-видимому, если начать лечение достаточно рано и сразу 
же полностью исключить галактозу из пищи, то рост и развитие 
будут протекать нормально. Если же лечение запаздывает, то успе- 
вают произойти необратимые изменения, и описанные нарушения 
(цирроз печени, катаракта и умственная отсталость) в той или 
иной степени проявляются. 

Галактоза включается в общий поток углеводного обмена че- 
рез ряд реакций, которые завершаются превращением ее в глюко- 
зо-1-фосфат (фиг. 62). Сначала она реагирует с АТФ, образуя 
галактозо-!-фосфат. Эта реакция катализируется ферментом га- 
лактокиназой. Галактозо-1-фосфат далее реагирует с нуклеотидом 
уридиндифосфатглюкозой, образуя глюкозо-1-фосфат и уридин- 
дифосфатгалактозу. В этой реакции участвует галактозо-1-фосфат— 
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Галактоза 
АТФ 
Галактокиназа 


АДФ 


Галактозо-1-- 
фосфат 
Урийиндифосфатглюкоза 


Галактозо-{-фосфат- 
уридилтрансфераза Эпимераза 


Уридиндифосфатгалактоза 


Глюкозо-1-росфат 


их 


Глюкозд-6-фосфат Гликоген 


Фиг. 62. Пути обмена`галактозы. 


уридилтрансфераза. Далее, уридиндифосфатглюкоза регенерирует 
из уридиндифосфатгалактозы под действием уридиндифосфат-гала- 
ктозо-4-эпимеразы — реакция, для которой необходим кофер- 
мент НАД. При галактоземии отсутствует фермент галактозо-1- 
фосфат — уридилтрансфераза [295, 314]. Галактокиназа, эпиме- 
раза и другие ферменты, связанные с углеводным обменом, со- 
держатся в нормальных количествах. 

Если в пище содержится галактоза, то в отсутствие фермента 
В клетках накапливается галактозо-1-фосфат [561], ив жидко- 
стях организма отмечается аномально высокое содержание галак- 
тозы. После приема пищи, содержащей галактозу, содержание 
этого сахара в крови резко повышается и снижается затем очень 
медленно. Высокое содержание галактозы в крови приводит к уси- 
ленному выведению ее с мочой. Повышенное содержание галакто- 
зы в жидкостях организма приводит также к образованию значи- 
тельных количеств соответствующего многоатомного спирта — га- 
лактитола [681, 682]. 

Большинство патологических изменений, сопровождающих га- 
лактоземию, можно объяснить высокой внутриклеточной концен- 
трацией галактозо-!-фосфата. Как полагают, этот последний 
подавляет другие ферментативные реакции углеводного обмена, в 
которых участвуют фосфорилированные промежуточные продукты. 

оражение печени и мозга, а также общее нарушение развития, 









ГЛАВА \1 
е явления. Следует отме- 


ляют собой вторичны 
люкоземии вследствие пониженного 
Катаракты, которые характерны 
вызваны высокой концентрацией 


галактозы в жидкостях организма и образованием вследст- 
вие этого необычно больших количеств галактитола [201]. 
В ‘связи с этим интересно сравнить патологические из- 
менения при галактоземии, вызванной отсутствием  галак- 
тозо-!-фосфат — уридилтрансферазы, с теми, которые наблюда- 
ются при другом врожденном нарушении обмена галактозы, свя- 
занном с сильно выраженной недостаточностью галактокиназы, 
когда уридилтрансфераза и эпимераза содержатся в нормальных 
количествах. В последнем случае [200] после приема в пищу мо- 
лока в крови значительно повышается содержание галактозы и в 
повышенных -количествах образуется галактитол. Однако галакто- 
зо-1-фосфат не образуется. Наиболее характерным клиническим 
проявлением этого заболевания служит быстрое развитие ката- 
ракты в раннем возрасте. Других патологических изменений при 
этом не наблюдается. Все это составляет резкий контраст с кар- 
тиной классической галактоземии, при которой отсутствует транс- 
фераза. Катаракта, развивающаяся в обоих случаях, очевидно, 
вызывается накоплением галактозы и избыточным образованием 
галактитола, тогда как другие тяжелые патологические изменения, 
наблюдаемые в отсутствие уридилтрансферазы, но не в отсутствие 
галактокиназы, связаны с накоплением галактозо-1-фосфата. Га- 
лактитол, по-видимому, легко образуется в хрусталиках, но, ве 
роятно, не подвергается дальнейшим превращениям. Накопление 
его в хрусталиках может приводить к образованию катаракты 
вследствие чрезмерной гидратации и нарушения баланса электро- 
литов. 


вероятно, представ 
тить также тенденцию к гипог 
поступления глюкозы ИЗ печени. 


для этого заболевания, вероятно, 


1У. НЕДОСТАТОЧНОСТЬ ИЗОФЕРМЕНТОВ 


Часто молекулярная структура фермента определяется более 
чем одним генным локусом. Типичный пример — лактатдегидроге- 
наза или фосфоглюкомутаза, о которых речь шла выше. Каждый 
локус кодирует «свою» полипептидную цепь, в результате чего мо- 
гут образовываться различные по структуре молекулярные формы 
данного фермента — изоферменты. Нередко количественное соот- 
ношение различных изоферментов в разных тканях в значитель- 
ной мере варьирует; это объясняется тем, что выражение различ- 
ных генетических локусов в клетках разного типа неодинаково- 

В таких случаях мутация в одном из локусов может привести 
к недостаточности некоторых, но не всех, изоферментов. Посколь- 
ку в норме разные ткани и органы могут отличаться друг от друга 
по наборам изоферментов, это может отразиться на биохимиче- 
ских изменениях и клинических проявлениях у данного мутанта. 
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Такие различия изоферментного состава, свойственные нормаль- 
ному организму, могут оказаться причиной многих характерных, 
иногда весьма неожиданных симптомов, отмечаемых при’' некото- 
рых наследственных заболеваниях. 


1. Недостаточность альдолазы при наследственной 
непереносимости фруктозы 


Обнаружено существование по крайней мере трех различаю- 
щихся в отношении структуры форм фермента альдолазы [489, 
490]. Это альдолаза А, обнаруживаемая в мышцах, альдолаза В, 
преобладающая в печени, и альдолаза С, которая встречается в 
мозге. Эти изоферментные белки являются тетрамерами и, по- 
видимому, отличаются друг от друга по структуре полипептидных 
субъединиц, которые входят в их состав. Каждая такая субъедини- 
ца предположительно определяется отдельным генным локусом. 
Различия между тканями в отношении набора изоферментов, по- 
видимому отражают различия в относительной интенсивности син- 
леза в них полипептидов, кодируемых различными локусами. Так, 
в печени полипептид, определяемый локусом В, образуется в го- 
раздо больших количествах, чем полипептид, определяемый локу- 
сом А, тогда как локус С, вероятно, совсем не активен. В то же 
время в мышцах практически весь синтезируемый фермент, по-ви- 
димому, представляет собой продукт локуса А. 

Каждый изофермент альдолазы [539] катализирует две следу- 
ющие реакции: 


1). Фруктозодифосфат =—^ Диоксиацетонфосфат -- Глицеральдегид-3-фосфат; 
2). Фруктозо-1-фосфат =—^ Диоксиацетонфосфат -- Глицеральдегид. 


Эти изоферменты, однако, отличаются друг от друга по своей 
кинетике. Это в особенности очевидно при сравнении относитель- 
ных скоростей реакций, когда в качестве субстрата используются 
фруктозодифосфат (ФДФ) и фруктозо-1-фосфат (Ф-1-Ф). Так, 
в экстрактах мышц, в которых содержится практически только 
альдолаза А, отношение активностей ФДФ:Ф-1-Ф составляет при- 
близительно 50:1, тогда как в экстрактах печени, в которых пре- 
обладает изофермент В, отношение активностей ФДФ: Ф-1-Ф 
составляет около 1:1. 

Наследственная непереносимость фруктозы [101, 182], по-види- 
мому, представляет собой специфическое врожденное нарушение 
обмена фруктозы. При этой аномалии патологические симитомы 
проявляются только после приема пищи, содержащей фруктозу. 
Прием фруктозы, неважно, в свободном виде или в виде дисаха- 
рида — сахарозы, немедленно приводит к патологическим измене- 
ниям, причем основные симптомы связаны, как полагают, с раз- 
витием резко выраженной гипоглюкоземии. Это заболевание обыч- 
но распознается уже в раннем детстве: его симптомы выявляются 
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Фиг. 63. Кривая’ изменения!веса ребенка с непереносимостью фруктозы [62]. 


Ребенка кормили грудью всего два дня, а затем перевели на препарат сухого молока с добав- 

кой сахарозы. Ребенок в течение последующих нескольких месяцев не прибавлял в весе, со- 

стояние его здоровья ухудшалось. Только после перевода на диету, не содержащую фрук- 

тозы, ребенок начал прибавлять в весе и наступило улучшение. 1 — экстраполированная 
кривая к 10-му месяцу. ПП — на диете, не содержащей фруктозы. 


сразу же после того, как ребенка начинают прикармливать смеся- 
ми, содержащими сахарозу. Состояние ребенка резко ухудшается, 
и может наступить летальный исход, если вовремя не поставить 
диагноз и не исключить сахарозу из рациона (фиг. 63). 

Фруктоза вступает в систему углеводного обмена, превра- 
щаясь в фруктозо-1-фосфат, под действием фермента фруктокина- 
зы при участии АТФ (фиг. 64). Далее фруктозо-1-фосфат расщеп- 
ляется альдолазой (реакция 2, см. ниже). При наследственной не- 
переносимости фруктозы было выявлено значительное снижение 
альдолазной активности в печени, но не в мышцах [183, 248]. 
Снижение активности альдолазы печени значительно более выра- 
жено, если для определения ферментативной активности в качест- 
ве субстрата используется фруктозо-1-фосфат, а не фруктозоди- 
фосфат. Так, было показано (табл. 17), что активность альдолазы 
печени с фруктозо-1-фосфатом в качестве субстрата при этой ано- 
малии составляет всего около 4% нормальной активности. С фрук- 
тозодифосфатом в качестве субстрата активность печеночной аль- 
долазы составляла около 25% нормы. Отношение активностей 
для этих двух субстратов (величина ФДФ/Ф-1-Ф) у больных бы- 
ло около 6:1, тогда как в контроле оно составляло приблизитель- 
но 1:1. Аналогичные результаты получены и в других исследова- 
ниях. Таким образом выяснилось, что характерным признаком 
этого заболевания является резкое снижение активности альдола- 
зы печени в отношении Ф-1-Ф при умеренном снижении активности 
в отношении ФДФ, так что отношение активностей ФДФ/Ф-1-Ф 
значительно повышается. В то же время мышечная альдолаза не 
обнаруживает никаких отклонений от нормы: ее активность как 





мо вр. № а 


3, 
баз» 
‚ со. 





к. 
нНая 





























ВРОЖДЕННЫЕ НАРУШЕНИЯ ОБМЕНА 163 





Гликоген 
Фруктоза 


Фруктокиназа 


<-----==»> 


Фруктозо-1-фосфат Фруктозо-1,6-дифосфат 


Альдолаза Альдолаза 


Глицеральдесид Диоксиацетонфосфат Глицеральдегид-3-фосфат 


Триозофосфатизомераза 


=«--------> 


Пируват 
Фиг. 64. Пути обмена фруктозы. 


в отношении ФДФ, так и в отношении Ф-1!-Ф та же, что и в конт- 
роле, и величина ФДФ/Ф-1-Ф не изменяется. 

Эти результаты проще всего объяснить специфической недо- 
статочностью альдолазы В. Остаточная альдолазная активность 
печени, вероятно, обусловлена главным образом присутствием 
альдолазы А, характерная полипептидная субъединица которой 
синтезируется в норме, хотя и в малых количествах. Возможно 
также, что происходит некоторый компенсаторный синтез альдо- 
лазы А как реакция на недостаточность альдолазы В. В мышцах, 
где в норме образуется только полипептидная цепь альдолазы А, 
недостаточность альдолазы не возникает. 

Поступление фруктозы в организм при недостаточности альдо- 
лазы В приводит к внутриклеточному накоплению фруктозо-1-фос- 
фата и аномальному повышению содержания фруктозы в жидко- 
стях организма. Уровень фруктозы в крови резко повышается, 
и фруктоза выводится с мочой. Токсический эффект фруктозы в этих 
условиях почти несомненно зависит от резкого повышения концент- 
рации фруктозо-1-фосфата в клетках печени, поскольку при дру- 
гом нарушении обмена фруктозы, вызываемом недостаточностью 
фруктокиназы [546], даже при высоком содержании фруктозы в 
пище не выявляется никаких клинических нарушений. При такой 
недостаточности, так же как и в отсутствие в организме альдола- 
зы, содержание фруктозы в крови очень высоко, однако накопле- 
ние фруктозо-!-фосфата не происходит. Точный механизм, лежа- 
щий в основе токсического эффекта фруктозо-1-фосфата при наслед- 
ственной непереносимости фруктозы, неизвестен, однако вероятно, 
что в данном случае происходит подавление активности других 
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ТАБЛИЦА 17 


Альдолазная активность ткани печени, взятой путем биопсии 
у больных с непереносимостью фруктозы и в норме [248] 


Активность альдолазы печени!) 





ое 
ктозодифос- | с фруктозо-1- О 
ЩО | фобфаом (Ф-1-®) | ФДФ/Ф--® 


Е р ВЕ ОО В ЕЕ. 





1 3,1 0,5 6,2:1 


Непереносимость фрук- 2 255 0,4 6:21 
тозы 

















Среднее 2,8 0,45 6,2:1 
Норма 1 той 8,0 0,90:1 
2 15,4 15,8 0,97:1 
3 8,5 Эт 0,93:1 
4 11.0 12,4 0,89:1 
5 14,9 13,7 1,09:1 





Среднее 11,4 11,8 0,96:1 


1) Альдолазная активность выражена числом микромолей субстрата, расщепленного в 1 мин 


на 1 г ткани. 


ферментов, причастных к углеводному обмену в печени, в особен- 
ности тех ферментов, которые участвуют в разложении гликогена и 
поддержании нормального уровня сахара в крови. 

Таким образом, недостаточность альдолазы при наследственной 
непереносимости фруктозы выражается исключительно в наруше- 
нии обмена экзогенной фруктозы, попадающей в организм. 
Гликолиз в мышцах при этом не нарушается, поскольку 
активность  альдолазы А остается — нормальной. Глико- 
лиз и глюконеогенез в печени также не изменяются сколько-ни- 
будь значительно, поскольку ферментативная активность, необхо- 
димая для разложения или синтеза фруктозодифосфата, доста- 
точна для удовлетворения нормальных потребностей при условии, 
что фруктоза исключена из рациона и, таким образом, нет вто- 


ричных нарушений, вызываемых накоплением фруктозо-1-фос- 
фата. 


2. Недостаточность пируваткиназы 


Пируваткиназа катализирует превращение фосфоенолпирувата 
в пируват, т. е. ключевую реакцию гликолиза, сопряженную с об- 
разованием АТФ: 


2-фосфоенолпируват | АДФ —> Пируват -- АТФ. 


Обнаружено по крайней мере два различных изофермента 
пируваткиназы [60]. Эти изоферменты отличаются друг от друга 
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по своей кинетике и по ряду физических свойств: их можно диф- 
ференцировать также иммунохимически. Предполагают, что они 
определяются различными генными локусами. У человека одна из 
этих форм обнаружена только в эритроцитах и в печени. Другая 
форма была найдена в печени, почках, скелетных мышщах, сердеч- 
ной мышце и в лейкоцитах. Однако она отсутствует в эритроцитах. 

Описано много случаев особой формы хронической гемолитиче- 
ской анемии, по-видимому, вызываемой специфической недоста- 
точностью пируваткиназы эритроцитов [68, 209, 324, 621, 645]. 
При этом типе недостаточности отмечается резкое нарушение гли- 
колиза в эритроцитах, связанное с ухудшением снабжения их 
энергией и с сокращением средней продолжительности их жизни. 
Степень недостаточности этого фермента обычно высока, но у 
больных из разных семей она может быть выражена в неодинако- 
вой мере. По-видимому, эта недостаточность обусловлена рядом 
различных мутантных аллелей. В некоторых случаях было показа- 
но, что изменена кинетика соответствующей ферментативной реак- 
ции [64, 480]. 

В то время как в эритроцитах уровень пируваткиназы резко 
снижен, в лейкоцитах он остается совершенно нормальным. Таким 
образом, очевидно, что эта аномалия специфически затрагивает 
изофермент эритроцитов. Другой тканью организма, в которой 
встречается изофермент, характерный для эритроцитов, является 
печень, но в ней он присутствует вместе с другой формой, содер- 
жащейся также в лейкоцитах. Таким образом, можно ожидать, 
что у больных с недостаточностью пируваткиназы эритроцитов 
должна отмечаться некоторая недостаточность пируваткиназы 
и в печени. Оказалось, что это действительно так [59], причем, 
как было показано, снижение общей активности фермента обу- 
словлено недостаточностью именно того изофермента, который 
встречается в эритроцитах, тогда как другой изофермент не был 
затронут. Очевидно, в данном случае активности неизмененного 
изофермента вполне достаточно для поддержания нормальной 


функции, благодаря чему заметных нарушений обмена в печени 
не отмечается. 


У. ЧАСТИЧНАЯ ФЕРМЕНТНАЯ НЕДОСТАТОЧНОСТЬ 
И ЕЕ МЕТАБОЛИЧЕСКИЕ ПОСЛЕДСТВИЯ; 
ФЕРМЕНТЫ ЦИКЛА МОЧЕВИНЫ 


Согласно классическому представлению, при врожденных нару- 
шениях обмена тот или иной специфический фермент отсутствует 
и метаболический путь, связанный с ним, блокирован полностью. 
Естественно, следует ожидать, что метаболиты, непосредственно 
предшествующие блоку, будут накапливаться, а нормальные про- 
дукты реакции не будут образовываться. По мере изучения все 
новых случаев стало ясно, что при многих наследственных болез- 
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нях обмена 
фермента, поте 
не продукты реакции все же образуются, и метаболиче- 
ский путь блокирован лишь частично. Однако из-за недостаточно 
интенсивного синтеза продуктов реакции и накопления метаболи- 
тов, непосредственно предшествующих частично блокированной 
реакции, часто возникают (непосредственно или опосредованным 
путем) тяжелые заболевания. Конечно, бывают случаи, когда, не- 
смотря на явное нарушение обмена веществ, клинических прояв- 
лений не наблюдается: они проявляются лишь в особых условиях 
метаболического стресса. 

В зависимости от степени ферментной недостаточности и от то- 
го, какой метаболический путь затронут данной аномалией, могут 
наблюдаться самые различные эффекты. Особый интерес пред- 
ставляют случаи, когда продукт реакции, по-видимому, образует- 
ся с нормальной или почти нормальной скоростью, -но тем не ме- 
нее некоторые промежуточные продукты данной последователь- 
ности реакций накапливаются в резко повышенной концентрации, 
что указывает на наличие выраженного метаболического блока. 
В таких случаях действительно удается обнаружить хотя и ча- 
стичную, но весьма значительную недостаточность соответствую- 
щего фермента. Подобные ситуации во многих случаях можно 
объяснить повышением скорости реакции, вызванной увеличением 
концентрации субстрата. Хотя активность данного фермента может 
быть сильно снижена по сравнению с нормой, но увеличение кон- 
центрации соответствующего субстрата, неизбежно наступающее 
при этом, может оказаться достаточным для того, чтобы скорость 
данной реакции, т. е. скорость образования ее продукта, оказалась 
нормальной или близкой к норме. 

Такая ситуация хорошо иллюстрируется результатами биохи- 
мических исследований [152] ряда редких нарушений, вызванных 
специфической недостаточностью отдельных ферментов цикла 
Кребса — Гензелейт (фиг. 65). Эта хорошо изученная последова- 
тельность реакций приводит к образованию мочевины — главного 
конечного продукта азотистого обмена организма, 

Одно из таких нарушений, называемое аргининосукцинациду- 
риеи, возникает из-за недостаточности фермента аргининосукци- 
назы (аргининосукцинат — аргинин-лиаза), который расщепляет 
аргининосукцинат на аргинин и фумарат [7, 684]. Аргининосук- 
цинат, промежуточный продукт цикла мочевины, в норме присут- 
ствует в следовых количествах. При аргининосукцинацидурии он 
появляется в значительной концентрации. Содержание его в сы- 
воротке повышается, и он в значительных количествах выводится 
с мочой. При этом отмечается также некоторое увеличение содержа- 
ния в сыворотке цитруллина—непосредственного предшественника 
аргининосукцината. Содержание аммиака в крови, нормальное 
натощак, значительно повышается после приема пищи, богатой 





хотя и наблюдается недостаточность определенного 
ря активности не является полной. Следовательно, 
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Фиг. 65. Ферменты цикла мочевины. 


белком. Однако уровень мочевины в крови при этом не падает ниже 
нормы. 

Мочевина образуется главным образом в печени. Путем пунк- 
ционной биопсии печени при этом заболевании обнаружено значи- 
тельное и специфичное снижение аргининосукциназной активно- 
сти. Однако даже несмотря на то что активность фермента состав- 
ляет менее 5% нормальной величины [428], этого, по-видимому, 
все же достаточно для`того, чтобы синтез мочевины протекал с бо- 
лее или менее нормальной скоростью. В норме концентрация арги- 
ниносукцината, как полагают, очень низка, гораздо ниже уровня, 
при котором происходит насыщение фермента. При недостаточно- 
сти фермента концентрация аргининосукцината возрастает и до- 
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стигает уровня, при котором скорость реакции м к норме, 
при значительно более низкой концентрации субстрата. В ре- 
зультате скорость образования мочевины не снижается сколько-ни- 
будь значительно, однако заметно изменяются концентрации тех 
промежуточных продуктов метаболического пути, которые пред- 
шествуют реакции разложения аргининосукцината. Концентрация 
самого аргининосукцината значительно возрастает; несколько по- 
вышается также содержание его предшественников. Все эти откло- 
нения усиливаются сразу же вслед за приемом пищи, богатой 
белком. 

При другом нарушении, известном под названием цитруллине- 
мии [414], дефектным ферментом является аргининосукцинат-син- 
тетаза. При этой аномалии отмечается резко повышенное содержа- 
ние цитруллина в плазме и усиленное выведение этой аминокисло- 
ты с мочой. Наблюдается также повышение содержания аммиака 
в крови, в особенности после приема белковой пищи. Однако обра- 
зование мочевины продолжается. Так, в одном хорошо изученном 
случае уровень мочевины в крови постоянно оставался в пределах 
нормы [414, 434]. Однако в другом случае содержание мочевины 
было ниже нормального, т. е. скорость ее образования была, по- 
видимому, несколько снижена [445]. Можно полагать, что в пер- 
вом случае повышение внутриклеточной концентрации цитруллина 
было достаточным, для того чтобы скорость реакции, катализируе- 
мой дефектным ферментом, была более или менее нормальной, 
тогда как во втором случае она не достигала требуемого уровня. 

Эти наблюдения представляют интерес в связи с тем, что в 
норме аргининосукцинат-синтетаза считается лимитирующим фер- 
ментом цикла мочевины [428]. Однако даже для этой реакции, 
лимитирующей скорость всего процесса, по-видимому, имеется зна- 
чительный функциональный резерв, поскольку, судя по расчетам, 
основанным на измеренных уровнях активности ферментов цикла, 
скорость образования мочевины может значительно превышать ту, 
которая необходима в нормальных условиях. Просто относитель- 
ное понижение активности, при котором замедления всего про- 
цесса и значительного снижения скорости образования мочевины 
еще не произойдет, для этого фермента, вероятно, меньше, чем для 
других ферментов цикла. Такой уровень может достигаться в не- 
которых (но не во всех) случаях цитруллинемии. 

При другом нарушении, известном под названием гипераммо- 
ниемии, отмечена недостаточность орнитинтранскарбамилазы 
[538]. Этот фермент катализирует образование цитруллина из ор- 
нитина и карбамилфосфата (фиг. 65). При этом также имеет ме- 
сто частичная недостаточность фермента, и уровень содержания 
мочевины в крови остается в пределах нормы. Однако наблюдает- 
ся стойкое увеличение содержания аммиака в крови. 

Как уже отмечалось выше, недостаточность того или иного 
фермента может возникнуть разными путями. В некоторых случа- 
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ях она может быть вызвана синтезом структурно измененного бел- 
ка, который каталитически менее активен, чем соответствующий 
нормальный белок, или же менее стабилен и значительно быстрее 
распадается. В других случаях недостаточность может быть вы- 
звана снижением скорости синтеза ферментного белка. Таким обра- 
зом, состояние недостаточности может представлять собой такую 
ситуацию, при которой ферментный белок содержится в нормаль- 
ных количествах, но изменена его каталитическая активность, или 
же ситуацию, когда каталитические свойства фермента не измене- 
ны сколько-нибудь заметно, однако имеет место снижение количе- 
ства имеющегося ферментного белка. При этом, независимо от 
причины недостаточности, если недостаточность частичная, то воз- 
можно, что продукт реакции синтезируется с нормальной или 
близкой к нормальной скоростью. Это обычно отмечается в тех 
случаях, когда у непораженных индивидуумов концентрация суб- 
страта недостаточна для насыщения фермента и когда повышение 
концентрации субстрата, наступающее вследствие нарушения, до- 
статочно для того, чтобы повысить скорость реакции до нормаль- 
ной величины еще до того, как фермент будет полностью насыщен. 
В большинстве случаев ферментной недостаточности, связан- 
ных с циклом мочевины, истинная причина дефекта остается неиз- 
вестной. Однако в одном случае, а именно при цитруллинемии, 
было показано, что недостаточность скорее всего обусловлена 
синтезом аномального фермента с резко измененными каталити- 
ческими свойствами [630]. Было показано, что при цитруллинемии 
кажущиеся константы Михаэлиса (К) аргининосукцинат-синте- 
тазы с цитруллином в качестве субстрата по крайней мере в 
95 раз выше, чем в норме. Полученные при этом кривые Лайнуи- 
вера — Берка представлены на фиг. 66. Видно, что по достижении 
достаточно высокой внутриклеточной концентрации цитруллина 
скорость реакции с измененным ферментом может быть практиче- 
ски такой же, как и у нормальных индивидуумов, у которых внут- 
риклеточные концентрации этой аминокислоты очень низки. В дей- 
ствительности концентрация мочевины в крови у больного в этом 
частном случае несколько ниже, чем в норме, т. е., по-видимому, 
ш \!\о достигается неполная компенсация. Это происходит, веро- 
ятно, потому, что очень Значительная концентрация цитруллина 
в клетках печени, которая необходима для нормальной скорости 
образования мочевины, не достигается из-за «утечки» цитруллина 
из клеток печени в жидкости организма. Однако в других случаях, 
при которых повышение константы Михаэлиса не столь велико, 
скорость образования мочевины в принципе может быть почти нор- 
мальной. 

При всех этих аномалиях цикла мочевины первичное наруше- 
ние локализуется в печени, однако основные клинические симпто- 
мы связаны чаще всего с поражением центральной нервной системы. 
При этом, как правило, отмечается высокая степень умствен- 
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Фиг. 66. Графики, построенные по ме. 
тоду Лайнуивера — Берка (на оси ординат 
отложены величины, обратные скорости 
реакции, на оси абсцисс — величины, 
обратные концентрации). 


Изучалась скорость (И) реакции, катализируемой 
аргининосукцинатсинтетазой, при различных кон- 
центрациях (С) цитруллина [630]. 
Фермент изучали в экстрактах, выращенных 
в культуре клеток фибробластов, полученных 
от больных с цитруллинемией и от соответ- 
ствующих }контрольных индивидуумов. Кривая 
1 — фермент из клеток больного с цитруллине- 
мией; // и 11/ — фермент из клеток двух непо- 
раженных индивидуумов (контроль). 


ной отсталости. Неврологические нарушения скорее всего обуслов- 
лены в основном токсическим эффектом повышенной концентрации 
аммиака в крови (особенно после приема белковой пищи), харак- 
терной для всех этих расстройств. Повышение концентрации ам- 
миака в крови серьезнее всего сказывается в раннем детстве, в 
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рацин Представлено 209 остатков глюкозы, молекулярный вес 33 858. Белые кружки — остатки 
‹арак- тлюкозы, присоединенные 0-1,4-связью; черные кружки — остатки глюкозы, присое- 
диненные 4%-1,6-связью; В — редуцирующая вконцевая группа. Представлены четыре по- 
и ам: рядка ветвления (в гликогене их по меньшей мере семь). Внутренние цепи — участки между 
точками ветвления; наружные цепи начинаются от точки ветвления и кончаются нередуцие 
ТВе, В ‚рующим остатком глюкозы. 
урость 
ет 34- канчивающиеся нередуцирующим остатком глюкозы, как прави- 
шения ло, длиннее, чем «внутренние» цепи, расположенные между двумя 
„тВуЮ: точками ветвления. Эти наружные цепи обычно состоят из 7...10 
остатков глюкозы; на них может приходиться около 50% макро- 
молекулы. В норме гликоген постоянно расщепляется и ресинтези- 
руется в зависимости от потребностей обмена веществ в данный 
|. момент. Таким образом, количество, а до некоторой степени также 
уч 23 размер и структура молекул гликогена, присутствующих в каждый 
кг данный момент в организме, зависит от состояния питания орга- 
Л’ низма. 
Кром" В распаде и синтезе гликогена участвует целый ряд различных 
ое ерментов. Главные пути соответствующих реакций схематично 
ом Е 
3 08 представлены на фиг. 68. Известен ряд редких нарушений, из ко- 
ар торых каждое обусловлено специфической недостаточностью того 
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КА сается того или иного этапа распада гликогена и выражается во 
ет внутриклеточном накоплении гликогена в различных тканях — так 
0 в называемая «болезнь депонирования гликогена». 
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в’ с 
и Одна из аномалий синтеза гликогена [379, 380] обусловлена 
. — недостаточностью фермента гликогенсинтетазы (УДФ-глюкоза: 
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Фиг. 68. Ферментативные реакции при синтезе и распаде гликогена. 


гликоген — а-4-глюкозилтрансфераза), который в норме катализи- 
рует последовательное присоединение остатков глюкозы при по- 
мощи а-1,4-связей к растущим концам периферических ветвей 
гликогена. Остатки глюкозы переносятся от уридиндифосфатглю- 
козы (УДФ-глюкоза), которая образуется из глюкозо-1-фосфата 
и уридинтрифосфата (УТФ) под действием фермента УДФ-глюко- 
зопирофосфорилазы. Эти реакции можно изобразить следующим 
образом: 


1). Глюкозо-1-фосфат + УТФ —> УдДФ-глюкоза -- Пирофосфат; 
2). УДФ-глюкоза + [Глюкозил-(1,4]„ — УДФ ++ [Глюкозил-(1,4) из1. 


При недостаточности гликогенсинтетазы блокируется реакция 
2) и синтез гликогена резко нарушается. Однако было показано, 
что даже в тех случаях, когда синтетазная активность полностью 
исчезает, гликоген в печени все еще обнаруживается, хотя и в низ- 
кой концентрации. Гликоген при этом может образовываться при 
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помощи других реакций (например, из глюкозо-1-фосфата при по- 
мощи фосфорилазы), роль которых в нормальных условиях не- 
значительна. Из-за недостатка гликогена уровень сахара в крови 
понижается, а при голодании резко падает. Быстро развиваются 
тяжелые симптомы гипогликемии, которые, однако, можно предот- 
вратить частыми приемами пищи. 

Другое нарушение синтеза гликогена вызывается недостатком 
фермента амило-(1,4—>1,6)-трансглюкозидазы [89, 287]. Когда 
в результате последовательного переноса глюкозильных остатков 
< УДФ-глюкозы периферическая цепь растущей молекулы глико- 
гена достигает соответствующей длины (вероятно, 7 или более 
остатков), эта трансглюкозидаза в норме переносит цепь из не- 
скольких глюкозильных остатков, соединенных а-1,4-связью с ос- 
новной цепью, присоединяя ее а-1,6-связью в том же или ином 
участке цепи, и новая @а-1,6-связь образует новую точку ветвления. 
Недостаток этого фермента приводит к образованию молекул гли- 
когена с резко измененной структурой. У них значительно меньше 
точек ветвления, причем внутренние и наружные цепи имеют не- 
обычно большую длину. Такой гликоген похож на амилопектин — 
разветвленный полисахарид крахмала, поэтому эту болезнь неред- 
ко называют «амилопектинозом». Такой аномальный гликоген го- 
раздо менее растворим, чем нормальный, и вследствие этого отла- 
гается в тканях. Для этого заболевания характерен цирроз печени 
[12], который, как полагают, связан с реакцией ткани на аномаль- 
ный гликоген, воспринимаемый как инородное тело. 


2. Нарушения использования гликогена 


В разложении гликогена участвуют различные ферменты. Си- 
туация осложняется тем, что тот или иной фермент, связанный 
с определенным этапом этого распада, может быть неодинаковым 
в разных тканях. Так, например, последовательное расщепление 
а-1,4-связей в наружных цепях макромолекулы осуществляется 
«фосфорилазой» и приводит к образованию глюкозо-1-фосфата. 
Однако фосфорилаза в мышцах и в печени неодинакова и мута- 
ция может затронуть только какую-то одну из них. При одной из 
форм недостаточности фосфорилазы, известной как болезнь Мак- 
Ардла, изменена только мышечная фосфорилаза, и гликоген от- 
кладывается только в этой ткани [408, 553]. Известны также на- 
рушения, затрагивающие фосфорилазу печени [245]. Вероятно, 
в действительности случаи недостаточности фосфорилазы еще бо- 
лее разнообразны, поскольку по крайней мере в одном случае 
было показано, что кажущееся нарушение фосфорилазы печени 
в действительности обусловлено недостаточностью фермента ки- 
назы фосфорилазы, которая необходима для превращения не- 
активной дефосфорилированной формы фосфорилазы в активную 
форму [277]. 
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Фосфорилаза расщепляет а-1,4-глюкозидные связи гликогена, но 
не действует на а-1,6-связи в точках ветвления. Для этого необхо- 
дима амило-1 ,6-глюкозидаза — фермент, катализирующий отщеп- 
ление боковых ветвей. Специфическая недостаточность последнего 
приводит к накоплению аномального гликогена с необычной струк- 
турой, отличного от описанного выше [176, 288]. В молекулах та- 
кого гликогена относительно больше точек ветвления (т. е. а-1,6- 
связей), и наружные цепи макромолекул значительно короче, чем 
в норме, в особенности при голодании. Ведь, как мы уже говорили, 
фосфорилаза, которая при этом заболевании присутствует в Ннор- 
мальных количествах, способна лишь отщеплять наружные цепи 
макромолекул, но действие ее прекращается, как только она приб- 
лижается к точкам ветвления. При этом рост цепей, катализируе- 
мый гликогенсинтетазой, и образование новых точек ветвления 
под действием амило-(1,4—>1,6) -трансглюкозидазы продолжается, 
как обычно. 

Главным продуктом расщепления гликогена служит глюкозо- 
1-фосфат, который образуется при ступенчатом действии фосфори- 
лазы на а-1,4-связи. Глюкозо-!-фосфат при Участии фосфоглюко- 
мутазы быстро превращается в глюкозо-6-фосфат. Этот последний 
может далее претерпевать превращения в нескольких различных 
путях обмена. В печени значительная его часть гидролизуется глю- 
козо-6-фосфатазой с образованием свободной глюкозы, которая 
поступает в кровь; это и есть главный метаболический источник 
глюкозы крови. Глюкозо-6-фосфатаза помимо печени встречается 
также в почках, но отсутствует в мышцах. Недостаток этого фер- 
мента [12] вызывает характерную форму гликогеноза, известную 
под названием болезнь Гирке [653]. При этом заболевании про- 
исходит накопление гликогена в печени и почках, что сопровож- 
дается значительным увеличением этих органов; накопления гли- 
когена в мышцах не отмечается. Характерные симптомы забо- 
левания — резко выраженная гипогликемия и сильная задержка 
роста. 

В мышцах глюкозо-6-фосфат в основном претерпевает пре- 
вращения по гликолитическому пути; при этом большая часть энер- 
гии, необходимая для мышечной деятельности, высвобождается 
в результате распада гликогена до лактата. Один из ферментов, 
участвующих в этом процессе — фосфофруктокиназа, которая ка- 
тализирует фосфорилирование фруктозо-6-фосфата с образованием 
фруктозо-1,6-дифосфата. Описана форма гликогеноза, обусловлен- 
ная сильной недостаточностью фосфофруктокиназы [370, 625]. 
При этом происходит накопление фруктозо-6-фосфата, глюкозо-6- 
фосфата, а также самого гликогена. Типичный клинический симп- 
том такого состояния — резко выраженная слабость и ригидность 
мышц при значительной или продолжительной физической нагрузке. 

Особый интерес представляет еще одна форма гликогеноза, 
так называемая болезнь Помпе, поскольку оказалось, что она вы- 
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звана недостаточностью фермента, который прежде не связывали 
с распадом гликогена, а также потому, что она, возможно, служит 
прототипом ряда других наследственных нарушений, при которых 
главный эффект состоит во внутриклеточном отложении некоторых 
сложных макромолекул (см. ниже стр. 180). При этом гликоген 
накапливается в большинстве тканей тела, причем в особенно боль- 
шом количестве в миокарде, что сопровождается значительным 
расширением сердца [545]. У новорожденных это заболевание 
ничем не проявляется, однако аномалия быстро прогрессирует, 
и дети часто погибают, не дожив до года. Помимо выраженного 
отложения гликогена сам по себе углеводный обмен, по-видимому, 
не нарушен и, казалось бы, все ферменты, участвующие в главных 
путях распада гликогена, присутствуют в организме в нормаль- 
ных количествах. 

Это заболевание представляло загадку в течение многих лет, 
пока не было обнаружено [246], что в действительности оно обус- 
ловлено недостаточностью а-1,4-глюкозидазы, которая в норме 
встречается вместе с рядом других гидролитических ферментов в 
цитоплазматических органеллах, известных под названием лизо- 
сом. Эта глюкозидаза, подобно другим лизосомным ферментам, 
характеризуется низким оптимумом рН (около 4,0). Она гидроли- 
зует мальтозу, линейные олигосахариды, а также отщепляет на- 
ружные цепи гликогена, освобождая глюкозу. Электронно-микро- 
скопическое исследование печени при болезни Помпе показало, 
что большая часть гликогена находится в клетке в крупных вакуо- 
лях, не наблюдаемых при других формах гликогеноза [35]; неко- 
торая часть гликогена, однако, находится в свободно диспергиро- 
ванном состоянии в цитоплазме, как это имеет место в норме. Эти 
вакуоли, по-видимому, представляют собой лизосомы, которые 
резко увеличены и растянуты из-за отложения в них гликогена. 
Все ферменты лизосом кроме а-1,4-глюкозидазы при болезни Пом- 
пе определяются как обычно. Таким образом, недостаточность ли- 
зосомной а-1,4-глюкозидазы, по-видимому, при этом специфична. 
Вероятно, в нормальных клетках гликоген постоянно захватывает- 
ся и расщепляется лизосомами. При болезни Помпе гликоген по- 
падает в ‘'лизосомы по-прежнему, но его разложение в отсутствие 
глюкозидазы нарушено, и он откладывается в лизосомах, которые 
при этом разбухают. Это в свою очередь приводит к прогрессиру- 
ющим дегенеративным изменениям в клетках. Остается все же не- 
ясным, почему этот эффект особено сильно выражен в сердечнои 
мышце. 


УП. ДРУГИЕ БОЛЕЗНИ «ДЕПОНИРОВАНИЯ» 


Помимо гликогеноза, или так называемой болезни «депониро- 


вания гликогена» известен ряд других наследственных расстройств, 
при которых наиболее выраженным симптомом является прогресси 
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Фиг. 69. Церамид (М-ацилефингозин). 


рующее отложение сложных веществ определенного типа В клет- 
ках различных тканей. По-видимому, во многих случаях такие ве- 
щества представляют собой промежуточные продукты нормальных 
путей синтеза или распада соединений, образующих часть струк- 
туры клеток и, предположительно, играющих определенную роль 
в их нормальной функции. Первичный дефект при большинстве так 
называемых болезней «депонирования» по-видимому, заключается 
в блокировании того или иного этапа нормального ступенчатого 
распада данного соединения в результате выпадения соответству- 
ющего гидролитического фермента. Отложение происходит вслед- 
ствие того, что синтез этого соединения продолжается, а распад 
его может идти только до той стадии, которая катализируется не- 
достающим ферментом. 

В табл. 19 приведен ряд заболеваний, для которых установлен, 
по крайней мере отчасти, характер отлагающихся соединений и спе- 
пифичной ферментной недостаточности (при исследовании тканей 
больных ш УИЙго). 

При некоторых из этих нарушений (1..4, табл. 19) накаплива- 
ются липиды или гликолипиды, в состав которых обязательно вхо- 
дит церамид (фиг. 69). Молекула церамида состоит из аминоспир- 
та с длинной цепью (сфингозина), соединенного амидной связью 
с жирной кислотой, также имеющей длинную цепь. Отлагающиеся 
при таких заболеваниях соединения различаются между собой 
тем, какие группы присоединены к углероду-1 сфингозиновой ча- 
сти церамида; например, в глюкоцерамиде, который накапливается 
при болезни Гоше, в этом положении присутствует глюкоза, а В 
сфингомиелине, который отлагается при болезни Нимана — Пи- 
ка, — фосфорилхолин. 

Характерные симптомы всех этих различных заболеваний за- 
висят от того, каково в норме распределение тех или иных соеди- 
нений, накапливающихся У пораженных ‘индивидуумов в недегради- 
рованной или частично деградированой форме, а также от степе- 
ни ферментной недостаточности и 0Т локализации фермента в 
норме. Рассмотрим один пример. Известны по крайней мере две 
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ТАБЛИЦА 19 


1 
Болезни «депонирования», обусловленные недостаточностью определенных ферментов") 
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Заболевание Недостающий фермент Отлагающееся соединение 


Глюкоцереброзид  (церамидглю- 


Глюкоцереброзидаза 
коза) 


Цереброзидсульфат (церамидга- 


Арилсульфатаза А 
лактозо-3-сульфат) 


лейкодистрофия 


Церамидтригексозидаза | Церамидтригексозид  (церамид- 
глюкозогалактозогалактоза) 


Сфингомиелин  (церамидфосфо- 


рилхолин) 


5. Генерализованный ган-| «Кислая» В-галактозидаза! Моносиалоганглиозид (фиг. 70); 


Главные места отложения 


Селезенка, печень, кост- 
ный мозг и головной 
мозг 


Мозг, почки 


Кожа, кровеносные сосу- 
ды, мозг, кишечник 


Селезенка, печень, мозг 





Мозг, печень 
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7. Фукозидоз о-Фуко. 
‹ -Фукозида й 
у даза Богатые фукозой кислые муко-Печень, мозг, почки [649] 


полисахариды и гликолипиды 





1) См. также табл. 18. 
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разные формы болезни Гоше, обусловленные, вероятно, мутациями 
различных генов. Их обычно описывают как «взрослую» и «дет- 
скую» формы этого заболевания. Главные клинические симптомы 
при «взрослой» форме — увеличение селезенки и печени и патоло- 
гические переломы длинных трубчатых костей. Сравнительно мень- 
ше затронута центральная нервная система. При «детской» форме, 
помимо типичных нарушений, характерных для «взрослой» фор- 
мы, имеет место тяжелое поражение центральной нервной систе- 
мы. При этом отмечаются тяжелые прогрессирующие неврологи- 
ческие нарушения, и больные живут обычно всего 1...2 года, тогда 
как при «взрослой» форме больные живут значительно дольше 
(продолжительность их жизни варьирует в широких пределах). 
Оказалось, что в ретикулоэндотелиальных клетках селезенки, пе- 
чени и костного мозга как при «взрослой», так и при «детской» 
формах, а также в нейронах центральной нервной системы при 
«детской» форме накапливается глюкоцереброзид, который пред- 
ставляет собой церамид с присоединенным к нему остатком глю- 
козы. Было проведено исследование фермента, гидролизующего 
этот цереброзид на церамид и глюкозу [76, 80, 486], в селезенке 
в норме и при болезни Гоше. При «взрослой» форме болезни Го- 
ше активность этого фермента в среднем составляла около 15% 
активности, определяемой в контроле. В то же время у больных с 
«детской» формой болезни Гоше активность этого фермента от- 
сутствует полностью. 

Вероятно, исходным веществом, из которого образуется глюко- 
цереброзид, накапливающийся в ретикулоэндотелиальных клетках, 
служит сложный гликолипид (глобозид), который образует часть 
структуры стромы эритроцитов [76]. По мере своего старения эри- 
троциты распадаются, и это вещество захватывается ретикулоэн- 
дотелиальными клетками, где подвергается дальнейшему расщеп- 
лению. Один из ферментов, участвующих в этом ступенчатом рас- 
паде, очевидно, глюкоцереброзидаза, недостаточность которой 
отмечается при обеих формах болезни Гоше, хотя и в разной сте- 
пени. Интенсивность отложения глюкоцереброзида в селезенке, 
печени и костном мозге, видимо, в значительной мере отражает 
количество остаточной активности недостающего фермента. Глю- 
коцереброзид, накапливающийся в нейронах центральной нервной 
системы, вероятно, образуется из другого вещества, которое пред- 
ставляет собой нормальную составную часть нервных клеток. Это 
вещество, часто называемое моносиалоганглиозидом, имеет струк- 
туру, представленную на фиг. 70. По-видимому, глюкоцеребрози- 
даза принимает участие в расщеплении также и этого вещества. 
Однако в нервных клетках значительное отложение глюкоцеребро- 
зида, оказывающее повреждающий эффект, очевидно, происхо- 
дит лишь в тех случаях, когда фермент полностью отсутствует, как 
это имеет место при «детской» форме болезни Гоше. К. та- 
кому выводу приводит тот факт, что для «взрослой» формы забо- 
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Фиг. 70. Моносиалозил-№-тетрагликозилцерамид (моносиалоганглиозил). 






левания, когда имеет место лишь частичная недостаточность этого 
фермента, неврологические нарушения, по-видимому, нетипичны. 
Сам моносиалоганглиозид (фиг. 70) накапливается в нервных 
клетках при другом заболевании, а именно при генерализованном 
, ганглиозидозе. В этом случае, как было показано, полностью от- 
сутствует особая В-галактозидаза, характеризующаяся низким оп- 
тимумом рН [476, 649]. В норме этот фермент, по-видимому, ка- 
тализирует первый этап разложения моносиалоганглиозида — от- 
щепление терминального остатка галактозы. Он, возможно, 
участвует также в нормальном расщеплении некоторых сложных 
кислых мукополисахаридов, поскольку при этом заболевании на- 
блюдалось накопление аномально больших количеств этих веществ | 

в печени [649]. 
Герс [247], обнаружив, что отложение гликогена при болезни } 
Помпе (стр. 176) вызвано специфической недостаточностью лизо- 
| 








































сомного фермента а-1,4-глюкозидазы, предположил, что некоторые 
другие болезни «депонирования» также могут иметь аналогичный 
патогенез. Иными словами, они могут быть обусловлены специфи- | 
ческой недостаточностью того ‘или иного из ферментов, локализо- ] 
ванных в лизосомах. Лизосомы [146] представляют собой цито- | 
плазматические органеллы, в которых содержится много различ- 
ных гидролитических ферментов, в большинстве своем имеющих ' 
относительно низкий оптимум рН (обычно между 3,0 и 6,0). Эти 
ферменты, по-видимому, отделены от остального содержимого ци- 
топлазмы клетки тонкой мембраной, которая предотвращает их 
утечку в окружающую цитоплазму. Лизосомы часто рассматрива- 
ют как своего рода внутриклеточную переваривающую систему, 
способную захватывать и разлагать самые разные вещества — по- 
лисахариды, липиды, белки и нуклеиновые кислоты. 

Герс [247] отметил, что при болезнях «депонирования», выз- 
ванных специфической недостаточностью какого-либо лизосомного 
фермента, можно ожидать, что накапливающееся вещество (или 
вещества) будет отлагаться в клетке в виде разбухших пузырьков, 
а не диффузно в цитоплазме. Именно такую картину наблюдали 
при электронно-микроскопическом исследовании соответствующих 
тканей при некоторых из тех заболеваний, что приведены в 
табл. 19. Кроме того, было показано, что ферменты, которые при 
некоторых из этих заболеваний отсутствуют (например, а-фукози- 
даза и кислая В-галактозидаза), по крайней мере в печени крысы 
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также локализованы в лизосомах. Таким образом, вполне вероят- 
но, что некоторые, а может быть и большиство таких заболеваний 
относятся к так называемым «лизосомным» болезням. 


упт. ГЕТЕРОЗИГОТЫ 


Большинство врожденных нарушений обмена веществ наследу- 
ются по рецессивному типу. Это значит, что индивидуумы с типич- 
ными метаболическими и клиническими проявлениями заболева- 
ния обычно гомозиготны по данному аномальному гену, тогда как 
гетерозиготы, у которых имеется только одна доза измененного ге- 
на и один нормальный аллель, обычно вполне здоровы. При таких 
заболеваниях наблюдается характерное распределение в семьях. 
Нарушения проявляются обычно в среднем у одного из че 
тырех сибсов пробанда. Однако у его родителей, детей и других 
родственников они встречаются редко. Если речь идет о редкой 
аномалии, то в группах семей с такой аномалией частота кровно- 
го родства родителей пораженных индивидуумов, как правило, 
выше, чем в популяции в целом. 

Хотя гетерозиготы практически здоровы, однако у них отме- 
чается частичная недостаточность фермента и нередко проявля- 
ются небольшие метаболические нарушения, качественно сходные 
с теми, которые наблюдаются у пораженных гомозигот. Такие на- 
рушения обычно слабо выражены. Их легче всего выявить, срав- 
нивая группу здоровых родителей и детей пораженных индивидуу- 
мов с сопоставимой контрольной группой из общей популяции. 
Родители и дети пораженных идивидуумов (за очень редкими иск- 
лючениями, когда речь идет о «свежей» мутации) гетерозиготны. 
В контроле (т. е. в случайной выборке из общей популяции) почти 
все индивидуумы являются гомозиготами по нормальному аллелю, 
если нарушение относится к числу редких. 

Обширные исследования такого рода были проведены на инди- 
видуумах, гетерозиготных по гену, который у гомозигот вызыва- 
ет фенилкетонурию. Содержание фенилаланина в крови у больных 
фенилкетонурией резко увеличено, обычно в 30 или более раз вы- 
ше нормы. У родителей больных фенилкетонурией содержание 
фенилаланина в крови также увеличено [273, 344]. Однако это 
повышение очень невелико, и в среднем уровень фенилаланина 
натощак всего раза в полтора выше, чем в контроле. Более того, 
отмечаются весьма значительные индивидуальные колебания, и 
хотя разница между средними величинами вполне достоверна, тем 
не менее эти два распределения в значительной мере перекрывают- 
ся. Таким образом, отличие гетерозигот не имеет абсолютного ха- 
рактера: у 25% или более гетерозигот содержание фенилаланина 
в крови находится в пределах нормы. Небольшие метаболические 
нарушения у этих гетерозигот можно также выявить с помощью 
нагрузки фенилаланином [272]. Если гетерозиготам давать внутрь 
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Фиг. 71. Пробы на переносимость фенилаланина у гетерозиготных родителей 
больных фенилкетонурией (1) и в контроле (//) [272]. 


Содержание фенилаланина в плазме определяли натощак и через 1, 2 и 4 ч после приема внутрь 
Т-фенилаланина в дозе 0,19г/кг. Точки на!кривых — средние величины для каждой группы 
индивидуумов в разные сроки. Эти величины и их стандартные отклонения приведены ниже. 


Содержание фенилаланина в плазме, мкмоль/мл 




















контроль гетерозиготы 
число стандартное ‘андартное 
время с момента приема испытуемых| Среднее НЕЕ Их среднее отклонение 
ИИ ТИ бы АН ен НЫ: ЗАЗОИЕЫ ПЕНЫ СОБИИВИАВЫЙ 
0 (натощак) 34 0,067 0,032 37 0,103 0,029 
1 19 0.55 0,186 19 1,14 0,187 
2 19 0,55 0,168 19 1,03 0,187 
4 19 0,30 0,076 19 0,76 0,292 
а 080 ЕР 09. 0.76 |2 0,292 


определенное количество фенилаланина, то содержание его в кро- 
ви повышается у них в большей степени, чем в контроле, и воз- 
вращается к норме медленнее (фиг. 71). В то же время повыше- 
ние уровня тирозина в крови после введения фенилаланина у ге- 
терозигот выражено в меньшей степени [305]. Точно так же при 
внутривенном введении фенилаланина у гетерозигот он исчезает 
из крови значительно медленнее [85]. Кроме того, нагрузка фе- 
нилаланином позволила выявить у гетерозигот нарушения, харак- 
терные для более поздних этапов метаболизма этой аминокисло- 
ты. Так, у гетерозигот выводится с мочой относительно больше 
0-оксифенилмолочной кислоты, чем в контроле [49]. 

Все эти результаты показывают, что у гетерозигот по гену 
фенилкетонурии имеет место частичная недостаточность фермента 


фенилаланингидроксилазы в печени. Однако, хотя это и приводит 
к некоторым нарушениям обмена фенилаланина, каких бы то ни 
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было патологических симптомов или нарушений развития при этом 
не наблюдается. Поскольку фенилаланингидроксилаза встречает- 
ся только в печени, а биопсия печени в отсутствие серьезной пато- 


логии не оправдана, прямого определения степени ферментной не- 
достаточности не производили. 


Однако другие ферменты шире распространены в тканях, и 
их прямое определение осуществить гораздо легче. Так, например, 
хотя обмен галактозы, введенной в организм, происходит глав- 
ным образом в печени, фермент галактозо-1-фосфат — уридил- 
трансфераза, недостаточность которого характерна для галакто- 
земии, встречается во многих тканях. Этот фермент легко опреде- 
лять в эритроцитах [142, 333]. При галактоземии этот вид 
ферментативной активности отсутствует полностью. У здоровых 
родителей таких больных активность фермента в эритроцитах 
приблизительно вдвое ниже, чем в норме. Такая частичная недо- 
статочность фермента была выявлена также В культуре клеток, 
выделенных из ткани кожи, взятой путем биопсии [537]; следова- 
тельно, такая недостаточность, вероятно, имеет общий характер. 
Пробы на переносимость галактозы [260] указывают на то, что 
эта недостаточность имеет место в печени. После дозированной на- 
грузки галактозой у родителей больных галактоземией содержание 
галактозы в крови повышается в среднем сильнее, чем в контроле, 
а последующее снижение его идет медленнее. 

Для изучения гетерозиготных состояний по генам, определяю- 
щим многие врожденные нарушения, весьма полезным оказалось 
исследование ш УЙго ферментов в таких вполне доступных объек- 
тах, как эритроциты, лейкоциты и фибробласты кожи, выращен- 
ные в культуре. В настоящее время изучено большое число раз- 
личных заболеваний (табл. 20). В каждом из таких случаев у ге- 
терозигот, по-видимому, имеет место частичная недостаточность 
того самого фермента, который у больных гомозигот присутствует 
в очень небольшом количестве или отсутствует полностью. Как 
общее правило, у гетерозигот средний уровень ферментативной 
активности оказывается промежуточным между очень низкими ве- 
личинами, характерными для пораженных гомозигот, и величина- 
ми, которые выявляют в случайных выборках из общей популяции 
(контроль). В тех случаях, например, когда у гомозигот фермент 
полностью или почти полностью отсутствует, активность фермента 
у гетерозигот обычно составляет 50% величин, определяемых у го- 
мозигот по нормальному аллелю. Таким образом, здесь, по-видимо- 
му, имеет место простое соотношение доз генов. При наличии двух 
доз нормального аллеля, т. е. У томозигот по этому аллелю, обра- 
зуется вдвое больше фермента, чем при наличии одной дозы, т. е. 
у гетерозигот; при этом, по-видимому, сколько-нибудь заметного 
компенсаторного повышения активности нормального аллеля у ге- 
терозигот обычно не отмечается. Возможно, однако, что из этого 

общего правила имеются исключения, поскольку в ряде случаев, 














Заболевание 


1. Гистидинемия 
2. Гомоцистинурия 
3. Болезнь кленового сиропа 


4. Аргининосукцинацидурия 

5. Недостаточность гексокиназы 

6. Недостаточность фосфогексозоизо- 
меразы (глюкозофосфатизомеразы) 

7. Недостаточность триозофосфатизо- 
меразы 

8, Недостаточность пируваткиназы 

9. Недостаточность дифосфоглицерат- 
мутазы 

10. Недостаточность глюкозо-6-фос- 
фат—дегидрогеназы (чувствитель- 
ность к примахину, фавизм и т. д.) 

11. Недостаточность галактокиназы 

12. Галактоземия 


13. Болезнь Форбса (гликогеноз типа 
И 


14. Болезнь Андерсена (гликогеноз ти- 
па 1У) 

15. Акаталазия 

16. Врожденная метгемоглобинемия 

17. Оротацидурия 


18. Чувствительность к суксаметонию 
19. Гипофосфатазия 


20. Недостаточность глутатионперок- 
сидазы эритроцитов 


ТАБЛИЦА 20 


Врожденные нарушения обмена, при которых у клинически здоровых гетерозигот выявляется 


частичная недостаточность ферментов в тканях 














| Фермент | Объект исследования Источник данных 

Гистидаза (гистидиндезаминаза) Кожа [259, 362] 

Цистатионинсинтетаза Печень [172] 

Декарбоксилаза (декарбоксилазы) ке-| Лейкоциты [122, 204, 206] 
токислот с разветвленной цепью 

Аргининосукциназа Эритроциты [633] 

Гексокиназа (изофермент эритроцитов) | Эритроциты [643] 

Фосфогексозоизомераза — (глюкозофос-| Эритроциты [36, 479] 
фатизомераза) х 

Триозофосфатизомераза Эритроциты и лейкоциты [556, 644] 


Пируваткиназа Эритроциты [621, 622, 642] 

Дифосфоглицератмутаза Эритроциты [560] 

Глюкозо-6-фосфат—дегидрогеназа Эритроциты См. стр. 131—144 

Галактокиназа Эритроциты [200] 

Галактозо-1-фосфат—уридилтрансфера- | Эритроциты, лейкоциты и фибро-|[142, 279, 333, 537] 
за 


бласты в культуре 


Амило-1,6-глюкозидаза Лейкоциты, эритроциты 


[281, 648, 686] 


Амило-(1,4 — 1,6)-трансглюкозидаза| Лейкоциты [371 

Каталаза Эритроциты [2, 3, 468] 

Метгемоглобинредуктаза Эритроциты 562 

Оротидин-5’-фосфатдекарбоксилаза и Лейкоциты, фибробласты в куль-|! [168, 353, 585] 
оротидин-5’-фосфатпирофосфорилаза туре 

Сывороточная хилинэстераза (псевдо- Сыворотка См. стр. 120 
холинэстераза) 

Сывороточная щелочная фосфатаза Сыворотка [116, 518] 

Глутатионпероксидаза Эритроциты [462] 
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как следует из некоторых, хотя и неполных, данных, средний уро- 
вень активности у гетерозигот может быть выше (например, при 
швейцарской форме акаталазии [4]) или ниже (например, при оро- 
тацидурии [168]), чем можно ожидать исходя из простого соот- 
ношения доз. Если эти данные подтвердятся, то более детальный 
анализ этих необычных случаев представит несомненный интерес. 

Хотя среднии уровень ферментативной активности у гетеро- 
зигот обычно значительно ниже, чем у гомозигот по нормальному 
тену, следует отметить, что всегда имеют место значительные от- 
клонения в обе стороны от средней величины. Оба распределения 
обычно перекрываются, и но ферментативной активности не всег- 
да удается безошибочно идентифицировать гетерозиготы. Такие 
колебания часто обусловлены главным образом внешними, негене- 
тическими факторами, и нередко можно добиться более четкого 
разграничения гетерозигот и гомозигот путем идентификации та- 
ких факторов и их исключения из системы. Однако в некоторых 
случаях такие колебания, по крайней мере отчасти, имеют, вероят- 
но, генетическую природу. Они могут объясняться, например, су- 
шествованием нескольких различных «нормальных» аллелей, из ко- 
торых каждый дает свой средний уровень активности в пределах 
нормы, или различных «аномальных» аллелей, обусловливающих 
разную степень недостаточности. Другая возможность состоит в 
том, что на общий уровень данного фермента могут влиять изме 
нения генов в других локусах. 

Поскольку индивидуумы, гетерозиготные по генам, определяю- 
щим врожденные нарушения обмена, обычно вполне здоровы, мож- 
но считать, что у соответствующих гомозигот по нормальному ал- 
лелю фермент содержится в количествах, значительно превышаю- 
щих те, которые необходимы Для нормальной метаболической 
функции. Снижение даже до половины нормального уровня может 
не приводить к видимым патологическим нарушениям; таким об- 
разом, в данном случае имеется значительный функциональный 
резерв. Хотя это несомненно справедливо для многих, а возможно 
для большинства ферментов, это, видимо, относится не ко всем 
ферментам. В этом последнем случае, т. е. когда функциональный 
резерв незначителен, если, активность будет снижена вдвое по 
сравнению с нормой, то это может привести к выраженной пато- 
логии. У индивидуумов, гетерозиготных по гену, определяющему 
резкую недостаточность таких ферментов, должны проявляться 
весьма характерные клинические нарушения. Можно ожидать, что 
при таких заболеваниях будет отмечаться характерное распреде- 
ление в семьях. Эти аномалии должны передаваться непосредст- 
венно от родителей к детям В последовательных поколениях, и В 
среднем около половины детей от браков между пораженными` 
и непораженными индивидуумами должны иметь данное наруше- 
ние. Иными словами, такие заболевания должны наследоваться по 
доминантному типу. У гомозигот по аномальному гену нарушение: 
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должно проявляться в гораздо более тяжелой форме, чем у гете- 
розигот. Однако гомозиготы должны встречаться редко, а в слу- 
чае редких генов они могут практически вовсе не встречаться. Дей- 
ствительно, существует много редких, генетически ‚обусловленных 
заболеваний, для которых характерен именно такой доминантный 
тип наследования. Некоторые из них могут быть обусловлены ча- 
стичной недостаточностью таких ферментов, которые в норме 
встречаются в организме в достаточном, но не избыточном коли- 
честве, вследствие чего снижение их содержания на 50% приводит 
к явным патологическим изменениям. Можно полагать, что такие 
ферменты в нормальном организме обычно лимитируют скорость 
того биохимического процесса, в котором они участвуют. 


1Х. ДЕФЕКТЫ СИСТЕМ АКТИВНОГО ТРАНСПОРТА 


Транспорт низкомолекулярных веществ в клетки и из клеток 
через плазматические мембраны, по-видимому, в значительной ме- 
ре зависит от наличия более или менее специфичных систем 
активного транспорта. Например, всасывание питательных ве- 
ществ обязательно включает транспорт различных веществ, ко- 
торые представляют собой продукты пищеварения, через клетки 
слизистой тонкого кишечника. Процессы, связанные с таким транс- 
портом, часто высокоспецифичны и протекают с потреблением 
энергии, которая вырабатывается в процессе клеточного метабо- 
лизма. Сходные специфичные системы транспорта имеются также 
В клетках эпителия почечных канальцев. Плазма крови непрерыв- 
но фильтруется в почечных клубочках, так что клубочковый фильт- 
рат содержит большинство низкомолекулярных компонентов 
плазмы. Когда этот фильтрат поступает в почечные канальцы, про- 
исходит избирательное обратное всасывание (реабсорбция) мно- 
гих из этих компонентов через клетки эпителия почечных каналь- 
цев. В результате целый ряд низкомолекулярных веществ, входя- 
щих в состав плазмы, удерживается организмом, тогда как другие 
выводятся с мочой. В организме существует также множество 
других систем активного транспорта, связанных с поддержанием 
градиентов концентраций различных веществ по обе стороны кле- 
точных мембран; таким путем обеспечивается характерное внутри- 
клеточное распределение метаболитов, которое поддерживается на 
более или менее постоянном уровне. 

Обнаружен ряд характерных генетически обусловленных де- 
фектов таких систем активного транспорта. Какова молекулярная 
основа таких нарушений, неясно, однако они, по-видимому, связа- 
ны с дефектами особых ферментов, или белков-«переносчиков», по 
существу аналогичными различным типам ферментной недостаточ- 
ности, вызывающей блок промежуточного обмена веществ при 
классических врожденных нарушениях метаболизма. Лучше всего 
‘изучены аномалии, связанные с нарушением активного транспорта 
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аминокислот. Известны также нарушения транспорта других ве- 
ществ (например, глюкозы при почечной гликозурии). Однако не 
приходится сомневаться в том, что. существует множество анома- 


лий такого рода, которые еще только предстоит обнаружить. 


1. Цистинурия 


Это заболевание впервые было обнаружено в прошлом столе: 
тии. Оно характеризуется тенденцией к образованию почечных 
камней, состоящих почти полностью из цистина, При этом у боль- 
ных постоянно выделяются большие количества цистина с мочой, и 
в свое время Гаррод включил это расстройство в число болезней, 
которые он называл «врожденными нарушениями обмена». В то 
время, а также много лет спустя полагали, что при этом наруше- 
нии блокируется какой-то этап нормального катаболизма цистина, 
что приводит к накоплению этой аминокислоты и вследствие это- 
го к выделению ее с мочой в аномально больших количествах. Од- 
нако оказалось, что дело вовсе не в этом и что выведение избы- 
точного количества цистина с мочой вызывается нарушением его 
реабсорбции из клубочкового фильтрата в почечных канальцах 
[133]. Так, содержание цистина в плазме не только не превыша- 
ло нормы, как следовало бы ожидать, если бы происходило его 
накопление, но было ниже нормы. Оказалось также, что цистин — 
не единственная аминокислота, которую затрагивает это наруше- 
ние. Было обнаружено, что У больных цистинурией в больших 
количествах выводятся также основные аминокислоты — лизин, ар- 
гинин и орнитин (фиг. 7 ), и почечный клиренс этих аминокислот, 
так же как и цистина, значительно повышен [18, 135, 143]. Таким 
образом, в данном случае, по-видимому, имеет место спе- 
цифическое нарушение всасывания в почечных канальцах 
четырех аминокислот, нормально встречающихся в плазме, а имен- 
но цистина, лизина, аргинина и орнитина. При этом всасывание- 
других аминокислот не нарушено. 
Позже такая же точно аномалия активного транспорта была» 
обнаружена в клетках слизистой тонкой кишки У больных цисти- 
нурией; она выражается В пониженном всасывании этих амино- 
кислот из кишечника. Эта аномалия была выявлена вначале в. 
опытах по питанию на целом организме [429], однако специфиче- 
ский характер этого нарушения впоследствии был изучен в иссле- 


дованиях ш УЙго по концентрированию этих и других аминокис- 


лот в экспериментах с небольшими кусочками слизистой тощей 


кишки, взятыми путем биопсии У больных цистинурией и У здо- 
ровых индивидуумов (контроль) [409, 631, 632]. Результаты этих 
экспериментов подтвердили наличие общего нарушения транспор- 
та этих четырех аминокислот при цистинурии. Они показали так- 
же, что между этими четырьмя аминокислотами существуют конку- 
рентные взаимоотношения (в опытах по концентрированию). 
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Фиг. 72. Аминокислоты, выделяемые в избытке при цистинурии. 


Интересно отметить, что ни пониженная скорость всасывания 
в кишечнике, ни аномальное выделение этих четырех аминокислот 
с мочой обычно не приводят к нарушениям роста и развития, обус- 
ловленным алиментарной недостаточностью. По-видимому, то ко- 
личество белка, которое обычно потребляется с пищей, значитель- 
но превышает минимальные потребности. Все клинические прояв- 
ления этого нарушения сводятся к образованию цистиновых камней 
и закупорке ими мочевых путей с вторичным поражением по- 
чек. У больных цистинурией выделяется с мочой в среднем около 
2,0 г лизина, 1,0 г аргинина, 0,75 г цистина и 0,4 г орнитина в СУТ- 
ки. Цистин относительно плохо растворим, и в моче при рН от 5,0 
до 7,0 в растворенном состоянии находится всего около 0,3...0,4 г 
цистина на | л [134]. У больных, у которых выделение цистина 
составляет 0,5...1,0 г в сутки, концентрация его в моче часто дости- 
гает уровня насыщения, в особенности ночью, когда моча наиболее 
концентрирована. Цистин поэтому легко выпадает из раствора, что 
приводит к образованию конкрементов. В то же время лизин, ар” 
гинин и орнитин хорошо растворимы и поэтому не образуют кам- 
ней. В зависимости от количества потребляемой жидкости и 0Т 
других физиологических различий склонность больных цистину- 
рией к образованию камней, по-видимому, варьирует в широких 
пределах даже при одном и том же количестве цистина в моче. 
Некоторые из них могут годами не испытывать никакого беспокой- 
ства, тогда как у других симптомы поражения почек появляются 
уже в раннем возрасте. 

Детальный генетический анализ цистинурии был начат с ко 
личественного определения различных аминокислот в моче боль- 
ных и их родственников. Вскоре выяснилось, что это нарушение в 
генетическом отношении весьма гетерогенно [230, 231]. В одной 
группе семей были выявлены индивидуумы, у которых выведение 
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лизина, аргинина и орнитина было резко повышенным, 
индивидуумы, у которых выделение этих аминокислот 
было вполне нормальным. Судя по характеру распределения в 

семьях, пораженные индивидуумы, вероятно, были гомозиготны 

по одному аномальному аутосомному гену. Предполагаемые гетеро- 

зиготы по нормальному аллелю были неотличимы от гомозигот. 

Поэтому это нарушение было названо «рецессивной» цпистинурией. 

В другой группе семей имела место совёршенно иная ситуа- 

ция. Можно было различить три категории индивидуумов: 1) срез- 

ко повышенным выведением цистина, лизина, аргинина и орнити- 

на: 2) с умеренно повышенным выделением цистина и лизина И 
несколько повышенным Или нормальным выведением аргинина 

: и орнитина; 3) с нормальным выведением всех четырех аминокис- 
"рии, лот. Такой характер распределения в этих семьях указывал на то, 
что индивидуумы с резко повышенным содержанием всех четырех 
аминокислот в моче скорее всего были гомозиготными по аномаль- 
ному гену, тогда как индивидуумы промежуточного типа (с уме- 


цистина, 
а также 
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тогда как у гетерозигот по другому гену отмечается частичное на. 
рушение обратного всасывания аминокислот в почечных каналь- 
цах. Количества цистина и лизина, выводимые с мочой у гетеро- 
зигот по цистинурии «неполностью рецессивного» типа, весьма раз- 
личны, но четко коррелируют между собой. В некоторых случаях 
уровень цистина может быть достаточно высоким, для того чтобы 
привести к отложению камней, однако это бывает редко. В то же 
время у аномальных гомозигот обоих типов такой высокий уро- 
вень цистина — явление весьма частое. 

Изучение активного концентрирования в биопсийных препаратах 
тощей кишки, полученных от разных больных, выявило еще боль- 
шую генетическую сложность описываемой аномалии [531, 533]. 
В ходе исследований удалось выявить три типа гомозигот 
(табл. 21). К типу [ относятся гомозиготы по так называемой ре- 
цессивной цистинурии, поскольку у соответствующих гетерозигот 
выведение аминокислот с мочой не отклоняется от нормы. К ти- 
пам П и Ш относятся гомозиготы, состояние которых ранее было 
описано как «неполностью рецессивная» цистинурия. У гомозигот 
типа 1 концентрирование этих аминокислот ш уйЙго в опытах с ку- 
сочками тощей кишки полностью отсутствует, у гомозигот типа П 
имеет место незначительная активность, а у гомозигот типа Ш 
концентрирование происходит более интенсивно, хотя в среднем 
оно ниже, чем в контроле (т. е. у индивидуумов, не пораженных 
цистинурией). Типы П и Ш различаются также по степени амино- 
ацидурии, отмечаемой у соответствующих гетерозигот (для ти- 
па П она несколько более выражена, чем для типа Ш. 

Материалы обследования семей также говорят в пользу того, 
что имеется три различных аномальных гена, которые могут обус- 
ловливать это заболевание. Каждый из этих генов, по-видимому, 
нарушает процесс активного транспорта особым образом. Далее, 
в ряде случаев удалось показать, что некоторые индивидуумы, 
У которых отмечается повышенное выведение всех четырех амино- 
кислот с мочой, являются, вероятно, двойными гетерозиготами по 
разным парам этих аномальных генов (например, 1—1, 1—1 или 
П—П). Отсюда можно сделать вывод, что эти гены могут быть 
аллельными и что каждый из них изменяет структуру одного и то- 
го же фермента или белка-носителя, но различным образом. Од- 
нако природа этого постулируемого белка неизвестна. Вполне 
возможно, что если он содержит две неодинаковые полипептидные 
цепи, то его функциональные свойства могут изменяться под влия- 
нием мутаций не только в одном локусе. Особый интерес пред- 
ставляет, например, то до сих пор не получившее объяснения об- 
стоятельство, что ген, определяющий цистинурию типа [, который 
у гомозигот вызывает, по-видимому, наиболее сильные нарушения 
транспорта в тощей кишке, у гетерозигот не приводит к сколько- 
нибудь выраженным нарушениям функции почек: в то же время 
гены, определяющие цистинурию типа П и типа ПТ, которые, види- 
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мо, вызывают менее выраженные нарушения в тощей кишке у го- 
мозигот, у гетерозигот приводят к значительному нарушению 
функции почек. Насколько можно судить по аномальному выделе- 
нию аминокислот с мочой, нарушение функции почек у всех трех 
типов гомозигот, по-видимому, примерно одинаково. 


2. Другие нарушения транспорта аминокислот 


Другое генетически обусловленное нарушение транспорта ами- 
нокислот связано с глицином, пролином и оксипролином [535, 
566]. Все эти три аминокислоты выделяются с мочой в аномально 
болыших количествах у пораженных этим заболеванием гомозигот 
(по-видимому, вследствие специфического нарушения обратного 
всасывания в почечных канальцах) (табл. 22). При этом, однако, 
неблагоприятные патологические явления отсутствуют. У гетерози- 
гот наблюдается повышенный почечный клиренс и аномальное вы- 
деление одного глицина. Эти результаты указывают на то, что при 
реабсорбции аминокислот из клубочкового фильтрата в почечных 
канальцах перенос всех этих трех аминокислот осуществляется 
общей системой транспорта. По-видимому, причиной аномалии 
служит какой-то дефект фермента или белка-переносчика, участ- 
вующего в данном специфическом транспортном пути. При этом 
заболевании нарушено также всасывание пролина из кишечни- 


ка [207]. 
ТАБЛИЦА 22 


Врожденная почечная иминоглицинурия [565] 





Обратное всасывание из клубочкового 
фильтрата в почечных канальцах, % 


О 











норма гетерознготы гомозиготы 
Пролин 99,8 99,8 80 
Оксипролин 100 100 65 
Глицин 93 84 65 





Общий механизм транспорта в клетках почечных канальцев 
и, вероятно, в слизистой кишечника существует, по-видимому, для 
обширной группы аминокислот, в которую входят аланин, серин 
треонин, аспарагин, глутамин, валин, лейцин, изолейцин, фенил- 
аланин, тирозин, триптофан, гистидин и цитруллин. Все они вы- 
деляются с мочой в повышенных количествах при заболевании 
известном под названием болезнь Гартнапа. Предполагается ато 
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при этом заболевани 
го механизма транспорта. 

Болезнь Гартнапа [304] первоначально была описана как на- 
следственное заболевание, характеризующееся кожной сыпью, на- 
поминающей сыпь при пеллагре, преходящей мозжечковой атак- 
сией, постоянной почечной аминоацидуриеи и другими необычны- 
ми биохимическими изменениями [34]. Это описание хорошо 
отражает картину заболевания, однако следует отметить, что 
симптоматика может быть весьма разнообразной. Для этого забо- 
левания характерно также выделение с мочой в различных коли- 
чествах некоторых производных триптофана, в особенности индо- 
ксилсульфата и индолилуксусной кислоты. Эти производные, ве- 
роятно, образуются в результате повышенного распада триптофана 
под действием бактериальной флоры кишечника, что происходит 
вследствие задержки всасывания этой аминокислоты [429]. Воз- 
можно, некоторые клинические проявления этого заболевания вы- 
зываются действием токсических продуктов, образующихся при 
разложении тринтофана или других аминокислот под действием 
бактериальной флоры кишечника. Однако точного представления 
об этом пока нет. Несмотря на то что при болезни Гартнапа симп- 
томы довольно разнообразны, для всех больных отмечается оди- 
наковая весьма своеобразная картина выделения аминокислот. 
Судя по распределению в семьях, такие больные гомозиготны 
по редкому аутосомному гену. Однако у предположительных ге- 
терозигот никаких отклонений от нормы до сих пор не обнару- 
жено. 

Таким образом, описанные аномалии затрагивают три различ- 
ные системы транспорта аминокислот в почках и, вероятно, также 
в кишечнике. Это система транспорта, во-первых, цистина, лизина, 
аргинина и орнитина, во-вторых, глицина, пролина и оксипролина, 
и, наконец, в-третьих, большой группы аминокислот, в которую 
входят главным образом моноаминомонокарбоновые аминокисло- 
ты, выделяющиеся в избытке при болезни Гартнапа. Каждая из 
этих систем, по-видимому, может быть специфически блокирована 

(по крайней мере частично) в результате соответствующей мута 
ции. Однако имеются данные, указывающие на то, что в почках 
существуют также другие системы, связанные с транспортом не 
которых из этих аминокислот [532, 565, 567]. Эти системы могут 
быть специфичными только для одной (или нескольких) амино- 
кислот из трех описанных выше групп и, вероятно, зависят от мУ- 
таций в других локусах. Возможно, они различаются по эффек- 
тивности и по кинетике, и та или иная аминокислота может в 
большей или меньшей степени, в зависимости от условий, перено- 
ситься более чем одной системой активного транспорта. Таким 
образом, различные мутации могут давать целый ряд разнообраз- 
ных эффектов. 


и происходит какое-то нарушение этого обще- 
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_ ВРОЖДЕННЫЕ НАРУШЕНИЯ, КАСАЮЩИЕСЯ МЕТАБОЛИЗМА 
ЛЕКАРСТВЕННЫХ ПРЕПАРАТОВ 


1. Недостаточность ферментов 
и метаболизм фармакологических препаратов 


Давно известно, что у некоторых людей прием тех или иных 
лекарств в нормальных дозах иногда вызывает резко аномальную 
реакцию, которая может привести к весьма нежелательным клини- 
ческим последствиям. Оказалось, что некоторые из этих так назы- 
ваемых медикаментозных идиосинкразий связаны с наследствен- 
ными дефектами ферментов, по существу своему сходными с те- 
ми, которые имеют место при классических типах врожденных на- 
рушений обмена веществ. 

Фермент, с которым связано такое нарушение, может прини- 
мать участие в нормальном метаболизме лекарственного вещества, 
и недостаточность ферментативной активности может сказаться в 
том, что это вещество или какое-либо из его фармакологически 
активных производных будет накапливаться в организме в более 
высоких концентрациях, чем в норме, в результате эффект стан- 
дартной дозы значительно усилится. Выше мы уже рассматривали 
пример такого рода, когда У некоторых людей после введения мы 
шечного релаксанта суксаметония отмечается ненормально дли- 
тельный паралич дыхания. Эта аномалия объясняется дефектом 
сывороточной холинэстеразы. Было показано, что повышенная 
чувствительность к суксаметонию зависит от наличия определенных 
аллелей, которые либо обусловливают синтез измененной формы 
фермента с необычной кинетикой, неспособного с достаточной 
скоростью гидролизовать суксаметоний, либо полностью подавля- 
ют синтез фермента. При этом лекарственное вещество не гидро- 
лизуется и в течение длительного периода остается в организме 
в фармакологически активной форме в относительно высоких 
концентрациях. 

В других случаях специфическая недостаточность фермента 
может обусловить идиосинкразию к лекарственному веществу 
вследствие того, что она приводит к аномальному метаболическо- 
му состоянию в определенных клетках, которые в резуль- 
тате утрачивают способность эффективно преодолевать некоторые 
вторичные эффекты, связанные с фармакологическим действием 
этого препарата, безвредного при нормальном течении обмена ве- 
ществ. Примером ситуации такого рода может служить случай 
глюкозо-6-фосфат — дегидрогеназы. Известен ряд структурных 
вариантов этого фермента, которые различным образом обуслов- 
ливают резкую недостаточность глюкозо-6-фосфатдегидрогеназной 
активности в эритроцитах (см. выше, гл. \У). При обычных типах 
недостаточности глюкозо-6-фосфат — дегидрогеназы аномалия, как 
правило, клинически не проявляется, хотя обмен в эритроцитах. 
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орой степени нарушенным. Однако при прие- 
ме некоторых лекарственных веществ, например противомалярий- 

ар: а или некоторых сульфамидных препара- 
ВОГО препарата про эритроцитах прив 
тов (стр. 131), это изменение метаболизма в эр г чека риводит 
к их преждевременному разрушению и к гемолит анемии, 
Интересно, что сходная извращенная реакция на эту группу ле- 
карственных средств наблюдается также при некоторых других 
генетически обусловленных метаболических нарушениях в эритро- 
цитах. Так, например, примахин и некоторые другие лекарствен- 
ные вещества, вызывающие гемолиз при недостаточности глюко- 
з0-6-фосфат — дегидрогеназы, дают аналогичный эффект у людей 
с недостаточностью глутатионредуктазы в эритроцитах [659]. 


может быть до некот 


2. Острая интермиттирующая порфирия и рогрнуйа уапезаа 


Нарушения обмена веществ, известные под названием острая 
интермиттирующая порфирия [655] и рогрнуйа уамерайа [131], 
представляют собой другой наглядный пример того, как индивиду- 
умы с определенным наследственным отклонением от нормы мо- 
гут давать резко аномальную реакцию на введение широко приме- 
няемых лекарственных препаратов (в данном случае это барбиту- 
раты). 

Острую интермиттирующую порфирию нередко называют 
шведским типом порфирии, потому что, хотя обычно она встре- 
чается редко, значительное число случаев этого заболевания было 
отмечено и детально изучено в Швеции [656, 657]. Это заболева- 
ние в противоположность многим другим врожденным нарушени- 
ям обмена наследуется как менделирующий доминантный при- 
знак; поэтому больные могут быть и гетерозиготными по данному 
аномальному гену. Клинические ‘проявления этого заболевания 
варьируют очень широко, однако для него характерны периодиче- 
ские острые приступы своеобразной сильной кишечной колики, 
неврологические нарушения, которые выражаются в параличах 
самых разнообразных групп мышц, а иногда и психические рас- 
стройства. Эти острые приступы могут быть различными по степе- 
ни тяжести, причем в одних случаях преобладают желудочно-ки- 
шечные, а в других — неврологические симптомы. Аномалия 
обычно проявляется лишь у взрослых, и ее симптомы часто об- 


наруживаются в тесной связи с приемом барб 
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столетия) [131]. Это заболевание, подобно острой‘ интермиттиру- 
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Фиг. 73. Начальные стадии биосинтеза гема. 


рактерные различия. Так, например, при рогрпума уамевайа ча- 
сто наблюдаются поражения кожи, обусловленные повышенной 
чувствительностью к действию солнечного света или даже вызван- 
ные незначительными механическими воздействиями; такие кож- 
ные симптомы при острой интермиттирующей порфирии не встре- 
чаются. В то же время при обоих заболеваниях имеют место 
нерегулярные острые приступы с абдоминальными и неврологи- 
ческими явлениями, очень’ сходные по своему характеру, причем и 
в том, и в другом случае эти приступы особенно легко вызываются 
барбитуратами. 

Характерное биохимическое проявление обоих этих заболева- 
ний — выведение с мочой резко повышенных количеств д-амино- 
левулиновой кислоты и порфобилиногена, которые служат нор- 
мальными промежуточными продуктами биосинтеза гема (фиг. 73). 
Эти вещества образуются в печени в избыточных количествах, осо- 
бенно при острых приступах. Они поступают в кровь и затем выво- 
дятся с мочой. При острой интермиттирующей порфирии между 
приступами отмечается умеренно повышенное выделение этих ме- 
таболитов, что может наблюдаться также у носителей этого гена, 
у которых нет никаких клинических отклонений от нормы. При 
рогрнума уамерайа между приступами выделение этих веществ с 
мочой увеличено не столь сильно и часто оказывается в пределах 
нормы. Однако для рогрпуйа уамера{а, но не для острой интер- 
миттирующей порфирии, характерно постоянное выделение ано- 
мально больших количеств протопорфирина и копропорфирина с 
калом, причем это часто отмечается даже при бессимптомном те- 
чении заболевания [33]. 

Природа метаболического нарушения при этих заболеваниях 
выяснена далеко неполностью. б-Аминолевулиновая кислота и пор- 
фобилиноген, по-видимому, образуются в чрезмерно больших коли- 
чествах в клетках печени, но, вероятно, не образуются в крове- 
творных клетках костного мозга. Было показано, что у больных с. 
острой интермиттирующей порфирией резко повышен уровень ак- 
тивности в печени одного митохондриального фермента, а именно 
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5-аминолевулиновой кислоты из глицина и 
а А [144, 455, 640]. Аналогичное повышение 


активности синтетазы о АОлеВутиноо обнаружено 
в печени также при рогрнуМа уамерайа [144]. Это наблюдение 
представляет значительный интерес уже по одному тому, что в 
данном случае мы сталкиваемся с первым примером врожденного 
нарушения обмена, связанного с резким повышением уровня опре- 
деленного фермента, что находится в разительном контрасте с 
обычно наблюдаемой при врожденных болезнях обмена картиной, 
когда, как правило, имеет место, напротив, недостаточность фер- 
мента. 

Повышенный уровень фермента при острой интермиттирующей 
порфирии и при рогрпуга уамерайа может объяснить увеличение 
количества б-аминолевулиновой кислоты и порфобилиногена в пе- 
чени таких больных, но причина кишечных и неврологических 
симптомов остается далеко пе ясной. 

Повышенный уровень активности синтетазы 6-аминолевулино- 
вой кислоты в печени у гетерозиготных индивидуумов свидетель- 
ствует о том, что в данном случае речь идет о мутациях операто- 
ра, который в норме регулирует скорость синтеза этого фермента 
[208, 493, 640]. Впрочем, не исключены и другие варианты объяс- 
нения, однако сведений, которыми мы в настоящее время распола- 
гаем, недостаточно для того, чтобы сделать обоснованный выбор 
между ними. Интересно отметить следующее. Экспериментальные 
исследования на печени различных животных показали, что повы- 
шенный синтез синтетазы 6-аминолевулиновой кислоты могут вызы- 
вать многие вещества, в том числе такие, которые стимулируют 
острые приступы при интермиттирующей порфирии и рогрпупа 
уапера{а у человека. Итак, выраженный эффект лекарственных 
веществ в этих условиях можно было бы объяснить исходя из до- 
пущения, что они взаимодействуют с какой-то системой регуляции 
синтеза данного фермента, которая уже затронута аномалией. Од- 


нако природа возможных взаимодействий 
о ий такого рода тается 
пока неизвестной. я 


3. Инактивация изониазида 


Иногда генетически обусловленные различия в активности то- 
го или иного фермента могут выразиться в резких различиях в ха- 
рактере обмена одного и того же лекарственного вещества у раз- 
ных индивидуумов, хотя это может и не приводить к выраженным 
клиническим последствиям. Рассмотрим пример с ацетилировани- 
ем изониазида — препарата, широко применяемого в химиотера- 
пии туберкулеза. Изониазид в ацетилированной форме гораздо 
менее активен терапевтически, а также менее токсичен; иначе го- 


воря, ацетилирование представляет собой эффективный механизм 
его инактивации. 


улиновой кислоты, которая в норме катали. 
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Число индивидуумов 


12-3 м с 7 Васи 
Концентрация изониазида в плазме через бч, мке/МЛ 


Фиг. 74. Распределение уровней содержания изониазида в плазме в группе 
из 220 индивидуумов через 6 ч после приема внутрь изониазида [160]. 
Доза изониазида на прием составляла 40 мг/кг «метаболически активной массы». 


Вскоре после того, как изониазид стали применять при лечении 
губеркулеза, было обнаружено, что отдельные индивидуумы силь- 
но различаются между собой по скорости инактивации изониази- 
да путем ацетилирования; при этом у каждого данного индивиду- 
ума характер метаболизма этого вещества, по-видимому, весьма 
устойчив [39, 278]. Удалось показать, что по скорости инактива- 
ции изониазида всех людей можно разделить на две более или ме- 
нее четко различающиеся группы. Так, например, если ввести 
стандартную дозу изониазида какой-либо группе людей, взятых 
наугад, и через несколько часов определить У них содержание изо- 
ниазида в крови, то распределение полученных величин будет чет- 
ко бимодальным (фиг. 74). У так называемых «быстрых» инакти- 
ваторов уровень изониазида в крови уже через несколько часов 
после приема препарата, относительно низок, а у «медленных» 
инактиваторов он относительно высок. У «быстрых» инактиваторов 
значительно ббльшая доля этого вещества выделяется с мочой 
в ацетилированной форме, тогда как у «медленных» инактиваторов 
оно выделяется главным образом в свободной, неацетилированной 
форме. 

Как показывают данные обследования семей, эти различия де- 
терминированы генетически, и полученные результаты можно интер- 
претировать исходя из допущения, что имеются два широко рас- 
пространенных аллеля, причем «медленные» инактиваторы гомози- 
готны по одному аллелю, а «быстрые» инактиваторы являются 
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гетерозиготами или гомозиготами. по другому аллелю [159, 278]. 
Вероятно, у гомозиготных «быстрых» инактиваторов скорость 
инактивации препарата протекает несколько быстрее, чем у гетеро- 
зигот. 

Ацетилирование изониазида катализирует ацетилтрансфераза. 
Этот фермент присутствует в печени. Он осуществляет перенос 
ацетильной группы от ацетилкофермента А на изониазид (фиг. 75). 
Исследование ацетилтрансферазной активности препаратов ткани 
печени, взятых путем биопсии, показало, что у «быстрых» инакти- 
ваторов уровень этого фермента в среднем намного выше, чем у 
«медленных» инактиваторов [161]. Такие же результаты были полу- 
чены при анализе препаратов печени, взятых при аутопсии [303]. 
Неполностью очищенные препараты ферментов, полученные от 
«быстрых» и «медленных» инактиваторов, оказались вполне сход- 
ными между собой по целому ряду свойств, таких, например, как 
константы Михаэлиса и субстратная специфичность [303]. Следо- 
вательно, эти две группы различаются по количеству ферментного 
белка в клетках печени, а не по удельной активности фермента. 

Было показано, что этот фермент ацетилирует также некото- 
рые другие лекарственные вещества, например сульфаметазин и 
гидралазин [161]. В то же время такие соединения, как сульф- 
аниламид [161] или п-аминосалициловая кислота [303], по-види- 
мому, ацетилируются в организме под действием других фермен- 
тов. Эти данные, полученные ш уЦго, коррелируют с наблюдения- 
ми ш у о. У индивидуумов, получавших сульфаметазин, отмеча- 
ются резкие различия в относительном содержании свободной и 
ацетилированной форм этого лекарственного вещества в моче в 
соответствии с тем, являются они «медленными» или «быстрыми» 
инактиваторами изониазида [161]; в то же время у индивидуумов, 
получавших сульфаниламид [497] или п-аминосалициловую кисло- 
ту [303], таких различий обнаружить не удается. 

Существование таких резких индивидуальных различий в инак- 
тивации изониазида, по-видимому, совсем или почти совсем 
не сказывается на терапевтическом эффекте этого лекарственного 
препарата при туберкулезе. При анализе результатов лечения 
изониазидом больших групп больных туберкулезом заметных раз- 
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личий в результатах лечения между «быстрыми» и «медленными» 
инактиваторами обычно не обнаруживалось [156]. Если такие раз- 
личия и существуют, то они, вероятно, слишком малы. Однако у 
«медленных» инактиваторов изониазида, по-видимому, несколько ча- 
ше, чем у «быстрых» инактиваторов, развиваются периферические 
невропатии — одно из главных осложнений продолжительного ле” 
чения изониазидом. По-видимому, это обусловлено токсическим 
побочным эффектом препарата [139, 157]. Однако развитие пери- 
ферических невритов в качестве осложнения лечения изониазидом 
теперь редко встречается, поскольку их можно предотвратить од- 
новременным назначением пиридоксина. 

Различия между «быстрыми» и «медленными» инактиваторами 
в отношении токсических и терапевтических эффектов других ле- 
карственных веществ, ацетилируемых этим же ферментом, пока 
еще недостаточно изучены. Однако в одном случае, а именно при 
применении фенелзина (В-фенилэтилгидразид) для терапии де- 
прессивных состояний, было отмечено, что тяжелые побочные эф- 
фекты, вызываемые этим препаратом, несколько чаще проявляют” 
ся у «медленных» инактиваторов изониазида, чем у «быстрых» 
инактиваторов, хотя терапевтический эффект, по-видимому, в обе- 
их группах одинаков [158]. 

Небезынтересно, что соотношение «быстрых» и «медленных» 
инактиваторов изониазида в разных популяциях колеблется в ши- 
роких пределах. Среди европейцев и негров около половины насе- 
ления относятся к «медленным» инактиваторам изониазида [159], 
тогда как среди японцев [611] «медленных» инактиваторов значи- 
тельно меньше — около 10%. Таким образом, среди европейцев и 
негров аллель, определяющий недостаточность этого фермента, 
должен, по-видимому, встречаться приблизительно вдвое чаще 
(частота аллеля около 0,7), чем аллель, обусловливающий отно- 
сительно высокую ферментативную активность (частота аллеля 
около 0,3). Эта ситуация, конечно, резко противоположна той, 
которая характерна для генов, вызывающих ферментативную не- 
достаточность при врожденных нарушениях обмена классических 
типов; эти гены, как правило, встречаются весьма редко. 
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ГРУППОСПЕЦИФИЧЕСКИЕ ВЕЩЕСТВА КРОВИ 


1. ГРУППЫ КРОВИ АВО 


Впервые наследуемые антигенные различия у человека были 
открыты Ландштейнером в начале нынешнего столетия. Он пока- 
зал, что если смешивать суспензии эритроцитов различных людей 
с сывороткой других людей, то наблюдаемая реакция может быть 
различной. В одних случаях происходит четкая агглютинация, 
или склеивание эритроцитов; в других случаях эритроциты оста- 
ются неизмененными. Агглютинация имеет место в результате 
связывания определенных антигенных веществ, расположенных на 
поверхности эритроцитов, со специфическими антителами (имму- 
ноглобулинами), находящимися в сыворотке. Применяя перекрест- 
ные пробы на агглютинацию с эритроцитами и сыворотками здо- 
ровых людей, удалось установить, что всех людей можно разде- 
лить на четыре четко различающиеся группы исходя из представ- 
ления о существовании двух антигенов (А и В). Некоторые людн 
(группа О) не содержат ни одного из этих антигенов, у других 
присутствует только один из них (группа А или группа В), ау 
остальных содержатся оба антигена (группа АВ). Соответствую- 
щие антитела, содержащиеся в сыворотке, обозначают анти-А и 
анти-В; их распределение в сыворотках представителей названных 
четырех групп приведено в табл. 23. 

ТАБЛИЦА 23 


Группы крови АВО 


Е: т. 
Группа Антигенная 
крови специфичност 

эритроцитов 
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Благодаря этим открытиям стало возможным использовать 
переливание крови, подбирая соответствующим образом донора и 
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реципиента. Среди зовропейцев около 47$ людей принадлежит к 
группе О, около 42% — к группе А, около 8% — к группе В и око- 
ло 3% — к группе АВ. Однако относительная частота этих четырех 
групи в разных популяциях не одинакова. 

Уже первые исследования по распределению этих четырех 
групп крови в семьях и их частоте в разных популяциях показали, 
что они наследуются, и привели к предположению, что они опреде- 
ляются тремя аллельными генами: аллель А определяет группо- 
вую специфичность А, аллель В — групповую специфичность Ви 
аллель О является неактивным. В соответствии с этим все пред- 
ставители группы О являются гомозиготами ОО, а представители 
группы АВ — гетерозиготами АВ. Однако представители группы А 
могут быть как гомозиготами АА, так и гетерозиготами АО, а 
представители группы В соответственно либо гомозиготами ВВ, 
либо гетерозиготами ВО. Дальнейшие исследования в основном 
подтвердили такую интерпретацию и в некоторых отношениях 
расширили ее. Так, было показано, что, применяя соответствую- 
щие антисыворотки, в группе А можно выделить две относительно 
близкие подгруппы, А, и А2, каждая из которых, очевидно, опре- 
деляется отдельным аллелем; было найдено также много редких 
аллелей, определяющих незначительные отличия в групповой спе- 
цифичности (детальный обзор этого вопроса см. в работе [508]). 

Вещества, обладающие антигенной специфичностью А и В, 
прочно связаны с эритроцитами и не могут быть извлечены из 
их стромы ни водой, ни солевыми растворами. Однако активные 
препараты можно получить при помощи экстракции этиловым 
спиртом. Вещества с такими же свойствами и типом специфично- 
сти были найдены и в других тканях организма [241], в частно- 
сти в мембранах клеток эндотелия [614, 615]. Эти вещества обыч- 
но называют «спирторастворимыми» группоспецифическими веще- 
ствами в отличие от другого класса веществ, обладающих такой 
же антигенной специфичностью и, очевидно, определяемых теми же 
аллелями (А, В ит. д.), но являющихся водорастворимыми. Так 
называемые «водорастворимые» группоспецифические вещества 
встречаются в больших количествах в различных слизистых секре- 
тах, в особенности в слюне и в слизи желудочно-кишечного тракта. 
Их обычно выявляют и определяют методом адсорбции (истоще- 
ния сывороток). Этот метод состоит в следующем. При смешива- 

нии с соответствующей антисывороткой эти антигены избиратель- 
но адсорбируют группоспецифические антитела, так что после до- 
бавления эритроцитов определенной группы реакция агглютина- 
ции не происходит. 

Спирторастворимые группоспецифические вещества, экстраги- 
руемые из эритроцитов, по-видимому, представляют собой глико- 
липиды [219, 350]. Это сложные макромолекулы, содержащие уг- 
леводный компонент, соединенный с жирными кислотами через 
сфингозин. Водорастворимые группоспецифические вещества пред- 
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ставляют собой и это два совершенно различ. 
количество углеводов. е однако обладают сходными Л 
ных класса макромолекул, которые, одне *_» и КОИ 2 
даже идентичными антигенными свойствами, ни руемыми 
одними и теми же аллелями. Антигенная специфичность, по-види- 
мому, определяется конформацией некоторых остатков сахаров, 
расположенных на концах углеводных цепей, входящих в состав 
этих макромолекул. Эти группировки для обоих классов макромо- 
лекул, вероятно, очень сходны или даже идентичны. Ё 

Большинство работ, посвященных выяснению химической при- 
роды антигенных свойств, было проведено на водорастворимых 
группоспецифических веществах. Это объясняется тем, что до не- 
давнего времени они представляли собой единственную форму 
группоспецифических веществ крови, которые удавалось выделять 
в количествах, достаточных для изучения их химической структуры. 

Наиболее богатым источником водорастворимых группоспеци- 
фических веществ крови служат слюна и желудочный сок. В боль- 
ших количествах эти вещества содержатся также в меконии (пер- 
вых испражнениях новорожденных). Однако самым богатым 
источником таких веществ может служить жидкость кисты яични- 
ка [438]. Жидкость накапливается в кисте в течение длительного 
времени, и в отдельных случаях удается получить большое коли- 
чество жидкости, нередко содержащей несколько граммов актив- 
ного группоспецифического материала. 

Группоспецифические вещества, выделенные из секретов, были 
получены в очищенном состоянии. Оказалось, что это высокомоле- 
кулярные гликопротеиды. Их молекулярная масса колеблется в 
пределах от 3.10° до 1.105. По-видимому, в препарате группо- 
специфического вещества, полученном из одного и того же секре- 
та, принадлежащего одному индивидууму, может содержаться 
целое семейство макромолекул, несколько различающихся между 
собой по размерам, а возможно и по составу, хотя они, несомнен- 
но, очень близки друг другу по своему строению. Эти вещества 
обычно содержат около 85% углеводов и 15% аминокислот. Их 
молекулярная структура еще не ясна во всех деталях, однако су- 
дя по их общим свойствам и по продуктам деградации, они пост- 
роены из большого числа относительно коротких олигосахарид- 


молекулярная мас- 
000, а их углевод- 
В сахара, то молекула долж- 
углеводных цепей, каждая из 
нередуцирующей группой [442]. 
и части макромолекулы входит гексоза, 
ни а вы аминосахара, а имен- 
и №-ацетил-О-галакт иг. 76). 
их состав также часто входит остаток о 


на содержать в среднем около 300 
которых заканчивается 

В состав углеводно 
О-галактоза, метилпент 


= М-ацетил-О-глюк 


[312, 437], содержащие большое 
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Дел ть 0—2 
руктуры в 
и 
‚ В бол оно, 
ми (5 "елонеханин бо ЭНН 
богатым О Е 
МНсоСН, 
ГЫ ЯИЧ 
ИТеЛЬНО Фиг, 76. Сахара, содержащиеся в группоспецифических веществах крови. 
[0е КОЛИ |! 
ов актив: 9 атомов углерода, и М-ацетилнейраминовая (сиаловая) кислота. 
В состав полипептидной части макромолекулы входит 15 разных 
тов, БЫЛИ аминокислот; характерно то, что на долю четырех аминокислот из 
сокомойе этих пятнадцати, а именно на долю треонина, серина, пролина и 
еблетя в аланина, приходится около 2/3 всех аминокислотных остатков 
С тру [505]. Другая характерная черта полипептидного компонента — 
| секр отсутствие серусодержащих аминокислот. Полная серологическая 
КР ны реактивность возможна только при сохранении целостности всей 
дер еж макромолекулы, и роль полипептидного остова, по-видимому, 
я о заключается в поддержании правильной расстановки и ориента- 
и ции углеводных цепей, которые несут в своих терминальных груп- 
и й пах детерминанты антигенной специфичности. 
СО" Терминальные последовательности сахаров, которые, как те- 
ит й перь полагают, определяют групповую специфичность А и В, 
и И представлены на фиг. 77 [662]. Существенно, что цепь группо- 
и специфического вещества А заканчивается остатком М-ацетилга- 
ИИ лактозамина, тогда как цепь группоспецифического вещества В 
о №. заканчивается остатком галактозы. Во всем остальном обе цепи 
одинаковы. Следует лишь отметить, что между галактозои и 
остатком М-ацетилгалактозамина может иметься В-1,3-связь (це- 
пи типа 1) или В-1,4-связь (цепи типа 2), и такие цепи могут об- 
ладать как А-, так и В-специфичностью. На фиг. 77 приведены 
также олигосахаридные цепи, которые встречаются во многих 
группоспецифических веществах, придавая им так называемую 


-специфичность. Следует отметить, что цепи с Н-специфично- 
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Фиг. 77. Терминальные последовательности сахаров в полисахаридных це- 
пях гликопротеидов, обусловливающие специфичность А, Ви Н (см. текст). 


Обозначения: Гал — О-галактопиранозил; Фук — 1.-фукопиранозил; Г-МАс — М-ацетил-Р- 
глюкозаминопиранозил; Гал-М№Ас — М-ацетил-Р-галактозаминопиранозил. 
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стью отличаются от цепей А и В лишь тем, что в них отсутствуют 
терминальные остатки М№-ацетилгалактозамина или галактозы. 
Н-специфичность открыли после того, как было обнаружено, 
что сыворотка, полученная от крупного рогатого скота, в некото- 
рых случаях вызывает избирательную агглютинацию эритроци- 
А тов людей с группой крови О [547]. Было показано также, что у 
людей, относящихся к группе О, в слюне и в других секретах 
имеются вещества, способные нейтрализовать агглютинирующее 
действие сыворотки скота на эритроциты группы О. Впоследствии 

4, из различных источников (сыворотка коз и кур, иммунизирован- 
, ных 5 оеЦа зШеа, сыворотка угря АпвиШа апсиШа, сыворотка 
кроликов, иммунизированных экстрактом из жидкости кисты 
яичника, удаленной у женщин с группой крови О, а также экст- 

ракты, полученные из семян различных растений — так называе- 

мые лектины) были получены другие антитела со сходными 

м свойствами. В редких случаях антитела с такой же специфично- 
- стью обнаруживались и в сыворотках человека. | 
Первоначально предполагали, что эти антитела реагируют со 
специфическим антигеном, который контролируется геном О, оп- 
ределяющим группу крови О. Это предположение, однако, приш- 
лось отбросить после того как выяснилось, что вещества с Н-спе- 
цифичностью образуются у индивидуумов, которые не могут быть 
носителями гена О [439]. В некоторых случаях слюна людей с 
и группой крови АВ также обладала Н-специфичностью. На осно- 
вании этих наблюдений было высказано предположение, что су- 

| ществует так называемое вещество Н, которое служит предшест- 
венником группоспецифических веществ А и В. Гены А и В, а ско- 
рее всего непосредственные ферментные продукты этих генов, 
взаимодействуя с таким предшественником, вызывают появление 
специфичности типа А или В, причем Н-активность полностью 

или частично исчезает. Исходя из этого, следует ожидать, что 











ры Н-активность должна быть более всего выражена у людей с 
Ни группой крови О [666]. 
и ий Последовательности остатков в олигосахаридах (фиг. 77), свя- 


занные со специфичностью А, В и Н были установлены с помо- 
щью нескольких экспериментальных подходов. Первые указания 
на природу этих последовательностей были получены в результате 
исследований, основанных на классической работе Ландштейне- 
ра, который показал, что специфическая реакция антиген — ан- 
титело может конкурентно подавляться низкомолекулярными ве- 
|| ществами, очень близкими по своей структуре детерминантной 
группе антигена или идентичными ей. Так, например, было пока- 
зано, что в определенных условиях реакция Н — анти-Н  подав- 
ляется Г.-фукозой, но не другими сахарами, содержащимися в груп- 
поспецифических гликопротеидах. Подобно этому реакция А — 
анти-А может специфически подавляться №-ацетилгалактозами- 
ном, а реакция В — анти-В подавляться Р-галактозой. Эти дан- 
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ные [313, 440, 664] говорят о том, что при ие: 0б-_ 
щего состава группоспецифических веществ #* м 
: иммунологическую специфичность, различны. Этот 
и подход получил дальнейшее развитие В результате применения 
й в качестве ингибиторов дисахаридов и трисахаридов известного 
р состава, полученных из частичных гидролизатов различных ве. 
| ществ, а также из других источников. 
з Другой экспериментальный подход стал возможен после того, 
| как было обнаружено, что многие микроорганизмы содержат фер- 
| менты, способные отщеплять терминальные остатки сахара от уг- 
леводных цепей группоспецифических веществ крови, что сопро- 
|) вождается изменением антигенной специфичности последних [223, 
| | 293, 294, 661, 670]. Так, например, были найдены ферменты, пре- 
И имущественно отщепляющие свободную Р-галактозу от очищен- 
ных веществ, реагирующих со специфичностью В. При этом В- 
я реактивность утрачивается и появляется или усиливается Н-реак- 
д тивность, которая отсутствовала или была едва заметной в 
Е исходных препаратах. Другие ферменты отщепляют М№-ацетил- 
галактозамин от гликопротеидов с А-специфичностью, что сопро- 
вождается утратой А-реактивности. При этом опять-таки отме- 
чается возникновение или усиление Н-реактивности. Наконец, 


ределяющие их 























известны ферменты, отщепляющие Г.-фукозу от Н-специфических ии) 

веществ с соответствующей утратой Н-реактивности. В дальней- Зита 
р шем было показано [665], что специфическое действие этих фер- Ми 

ментов, которое заключается в устранении группоспецифичности Пи 


определенного типа, может избирательно сниматься при добавле- 
нии в систему соответствующих сахаров. 
В опытах такого рода была установлена природа сахаров, М, 























определяющих специфичность А, В и Н. Однако детальное выяс- м к м 
` нение химической структуры этих детерминантов стало возмож- и и 
| В а Удалось выделить и охарактеризовать ми ах 
й ра а о целью, полученные при частичном кис- ом м Ш 
Ы ролизе очищенных гликопротеидов, обла- м к 











дающих различной групповой специфичностью [113, 481, 519, 549, 

550]. Выяснение структуры этих фрагментов, изучение их поведе- 
” ния в системах с ингибиторами, а также с описанными выше фер- 
ы ментами позволило в конце концов установить последовательно- 
И сти, представленные на фиг. 77. 

1 Успехи в установлении природы групповой специфичности ак- 
тивных гликолипидов из эритроцитов значительно скромнее. Уда- 
лось установить, что углеводная часть молекул этих гликолипи- 
дов содержит те же сахара, что обнаружены и в группоспецифи- 
ческих гликопротеидах. При помощи серологических проб и 
тестов на ингибирование ферментов [663] было доказано, что 
в них присутствуют в качестве детерминантных групп М№-ацетил- 
галактозамин и О-галактоза, определяющие соответственно спе- 
цифичность А и В. Таким образом, возможно, что как для водо- 
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астворимых гликопротеидов, встречающихся в слизистых секре- 
тах, так и для спирторастворимых гликолипидов, находящихся 
в мембранах эритроцитов, групповая специфичность обусловлена 
одними и теми же или весьма сходными олигосахаридными груп- 
пировками. 

Все эти данные указывают на то, что аллели А и В в генном 
локусе АВО определяют образование специфичных гликозил- 
переносящих ферментов, катализирующих присоединение на ко- 
нечных стадиях синтеза группоспецифических макромолекул ли- 
бо остатка М-ацетилгалактозамина, либо остатка О-галактозы к 
концам углеводных цепей. Можно предполагать, что независимо 
от того, какой из аллелей присутствует, ‘синтез макромолекул 
происходит в общем одинаково вплоть до стадии образования ве- 
щества, содержащего многочисленные углеводные цепи с Н-спе- 
цифичностью (как показано на фиг. 77). Далее у носителей ал- 
леля А, обладающих соответствующей трансферазой, к концевой 
группе олигосахаридной цепи присоединяется остаток №-ацетил- 
галактозамина. Аналогичным образом У носителей аллеля В, 
у которых имеется специфичная Р-галактозилтрансфераза, к кон- 
цевой группе олигосахаридной цепи присоединяется галактоза. 
У гомозигот по аллелю О, по-видимому, соответствующий фер- 
мент отсутствует, и к их углеводной цепи никакого дополнитель- 
ного остатка не присоединяется, так что группировка, определяю- 
щая их Н-специфичность, может быть выявлена серологически. 
Поэтому Н-реактивность сильнее всего выражена у людей с груп- 
пой крови О. 

Справедливость этой гипотезы о действии аллелей А, В и [9] 
подтверждается также тем фактом, что одна и та же молекула 
гликопротеида может проявлять различную групповую специфич- 
ность. Так, например, было показано, что если получить очищен- 
НЫЙ группоспецифический препарат от индивидуумов с группой 
крови АВ, то при осаждении его антисывороткой против А обе 
активности (А и В) оказываются В осадке [441]. При синтезе 
макромолекул гликопротеида У индивидуумов с группой крови 
АВ, как полагают, при завершении олигосахаридных цепей имеет 
место конкуренция между ферментами. В результате, поскольку 
в одной макромолекуле имеется много цепей, некоторые из них 
достраиваются М-ацетилгалактозамином (А-реактивная структу- 
ра), а другие — Р-галактозой (В-реактивная структура). Далее 
оказалось, что гликопротеидные макромолекулы, обладающие ак- 
тиввостью. А и Ве МоГут ИВОЯВЯТЬ Н-активность [668]. 
Очевидно, в таких случаях не ко всем цепям присоединяются де- 
терминантные группы, определяющие реактивность А или В (ведь 
Н-реактивность определяют цепи, не содержащие дополнительно- 
го остатка сахара). 

Недавно были получены прямые указания на существование 
специфичных гликозилтрансфераз, которые можно рассматривать 
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как продукты аллелей А и В в локусе АВО. ее А ВИДУУМОВ с 
группой крови В и АВ в подчелюстной железе и в слизи из желудка 
обнаружена о-О-галактозилтрансфераза, причем оказалось, что 
эта трансфераза отсутствует у индивидуумов с группой крови Д 
или О. Этот фермент катализирует перенос О-галактозы от ури- 
диндифосфатгалактозы на олигосахариды, содержащие в качест. 
ве конечного нередуцирующего остатка а-Г-фукозил-(1—>2)-га. 
лактозу, определяющую Н-активность [509, 705]. Подобно этому 
в подчелюстных железах людей с группой крови А или АВ, но не 
В и О, была найдена а-М-ацетил-О-галактозаминилтрансфераза, 
которая переносит М-ацетил-О-галактозамин с уридиндифосфат-\- 
ацетил-Р-галактозамина на тот же самый олигосахаридный ак- 
цептор [243]. Далее, М-ацетил-О-галактозаминилтрансфераза бы- 
ла найдена в грудном молоке у женщин с группой крови А и АВ, 
но не В или О [345]; в то же время О-галактозилтрансфераза 
была найдена в грудном молоке у женщин с группой крови В или 
) АВ, но не А или О [346]. 


Е 








О природе специфичных гликозилтрансфераз, определяемых ал- 
лелями А и В, пока очень мало что известно. Можно ожидать, что 
эти два ферментных белка очень близки по своему строению и, 
возможно, различаются только по одному аминокислотному 
т остатку, однако этого, вероятно, достаточно для того, чтобы об- 
Н условить четкие различия в субстратной специфичности. Фер- 
мент А, вероятно, специфичен для нуклеозиддифосфата, соеди- 
ненного с остатком М-ацетил-О-галактозамина, тогда как фер- 
р мент В специфичен в отношении субстрата, содержащего оста- 
р ток О-галактозы. Существенно отметить, что различие в структу- 
№ ре №-ацетил-О-галактозамина и О-галактозы в общем весьма не- 
| значительно; оно состоит в том, что в первом соединении при С-2 
находится М-ацетиламиногруппа, а во втором в этом же положении 
и присутствует гидроксильная группа. Однако теоретически даже 
т такое относительно слабое различие в строении ферментного бел- 
| ка вполне может обусловить весьма тонкое различие в субстрат- 
ы ной специфичности за счет изменения конформации активного 
центра. «Отсутствие активности» в случае аллеля О может объ- 
ясняться тем, что он контролирует образование молекул фермент- 
ного белка с несколько измененной структурой, вследствие 
чего он лишен гликозилтрансферазной активности. Однако не 
исключено, что при этом синтез ферментного белка полностью 
подавлен или что синтезируется чрезвычайно нестойкий фермент- 


ный белок с гораздо меньшим периодом полураспада по сравне- 
нию с ферментами А и В. 






























































|. ЛОКУС 5ЕСВЕТОЕ и ЛОКУС «Н» 


ом 
ах 
И 


У большинства людей в слюне и других слизистых м 
содержатся водорастворимые гликопротеиды, обладающие ант т т 
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генной специфичностью А, В или Н соответственно групповой при- 
надлежности эритроцитов. 

Однако встречаются индивидуумы, у которых гликопротеиды, 
содержащиеся в этих секретах, лишены характерной специфич- 
ности А, В или Н. Людей можно подразделить по этому призна- 
ку на две четко разграниченные группы [376, 506]. У представи- 
телей одной из них, так называемых «секреторов», слюна и дру- 
гие секреты обладают специфичностью А, В или Н, тогда как 
у представителей второй группы («не-секреторы») эта специфич- 
ность отсутствует. Около 80% европейцев являются «секретора- 
ми» и около 20% — «не-секреторами». 

Секреторный статус данного индивидуума постоянен и детер- 
минирован генетически. Данные обследования семей показали, 
что диморфизм в этом отношении определяется парой аллельных 
генов, обозначаемых Зе и $6 [548]. Носители аллеля Зе являются 
«секреторами» независимо от того, гомозиготны они (т. е. имеют 
ли они генотип Зе$е) или гетерозиготны (генотип 5е5е). Гомо- 
зиготы по другому аллелю (5езе) являются «не-секреторами». 
Эти аллели находятся в особом локусе, отличном от локуса АВО, 
причем эти два локуса не сцеплены между собой. Они либо распо- 
ложены на значительном расстоянии друг от друга в одной и той 
же хромосоме, либо находятся в разных хромосомах. 

Аллель 5е, по-видимому, необходим для образования Н-спе- 
цифической группировки в углеводных цепях водорастворимых 
гликопротеидов. В отсутствие этого аллеля (у гомозигот по гену 
5е) Н-специфическая группировка не образуется. Поскольку в 
отсутствие этой группы присоединения терминальных групп, оп- 
ределяющих А- или В-специфичность, к углеводным цепям не 
происходит, эти виды специфичности у «не-секреторов» также от- 
сутствуют, даже в том случае, если у данного индивидуума име- 
ются соответствующие аллели А или В. 

Однако аллели так называемого локуса зесгеюг влияют толь- 
ко на синтез водорастворимых группоспецифических веществ. 
Они, по-видимому, никак не сказываются на синтезе спирторас- 
творимых веществ, поскольку У «не-секреторов» групповая спе- 
цифичность А, В и Н эритроцитов проявляется обычным обра- 
зом. Кроме того, у «не-секреторов», очевидно, блокированы лишь 
самые последние стадии образования характерных углеводных 
цепей гликопротеидов. Это следует из того, что, как мы увидим 
далее, у «не-секреторов» и «секреторов» гликопротеиды, содержа- 
щиеся в секретах, качественно очень сходны, и, по-видимому, в 
их молекулах отсутствует лишь концевой остаток Г-фукозы, ха- 
рактерный для цепей с Н_специфичностью, а также терминаль- 

ные остатки М-ацетилгалактозамина или Р-галактозы, определя- 

ющие соответственно специфичность А или В. 

С образованием Н_специфической группировки, а следова- 
тельно, и с возникновением А- и В-специфичности тесно связан 
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Фиг. 78. Родословная, иллюстрирующая распределение необычного «Бомбей- 
ского» фенотипа (группа крови О\) и объяснение его на основе расщепления по 
редкому аллелю Й в локусе Н [377]. 


Индивидуумы 1, и 1, — двоюродные брат и сестра. Для каждого индивидуума указана при- 

надлежность к той или иной группе крови системы АВО, выявляемая по реакции агглютина- 

ции с анти-А и анти-В. Обозначен также секреторный статус, установленный стандартными 

методами исследования слюны. У индивидуумов с «Бомбейским» фенотипом (Ор) антигены А, 

ВиНв эритроцитах и в секретах отсутствуют, а их сыворотки содержат анти-А, анти-В ® 
анти-Н. @—№1; СЫНЕ; О—НН или НА. 


еще один генный локус. Он был выявлен в связи с обнаружением 
у нескольких индивидуумов совершенно необычной групповой 
специфичности [55]. Все эти индивидуумы оказались уроженца- 
ми Бомбея, отсюда и название «Бомбейский» фенотип; этот фе- 
нотип часто обозначает также Оз. У индивидуумов с таким фено- 
типом эритроциты не агглютинируются антисыворотками против 
А, ВиН, ав их сыворотке содержатся в высоком титре не толь- 
ко анти-А и анти-В, но также анти-Н. В то же время в слюне 
этих людей ни А-, ни В-, ни Н-специфичность не обнаруживается. 
Генетическую основу этого необычного явления удалось выяснить 
в результате детального изучения семьи, в которой эта редкая 
фенотипическая особенность отмечалась в трех случаях [377]. Родо- 
словная этой семьи представлена на фиг. 78. Необычный фено- 
тип Оь отмечался у индивидуумов Из, Из и в. Существенно, что 
У одной из дочерей Из отмечалась В-реактивность эритроцитов, 
хотя у их матери Из иу отца (группа крови А) этот антиген, по- 
видимому, отсутствовал. Кроме того, у второй дочери Из (груп- 
па крови О) слюна обладала Н-активностью, т. е. эта дочь, как 
можно предполагать, была «секретором». В то же время отец 
(115) являлся «не-секретором», а у матери (5) слюна не облада- 
ла ни В-, ни А, ни Н-активностью, и, стало быть, мать также 
относилась к «не-секреторам». Таким образом, в, по-видимому, 
была носителем В-аллеля АВО-локуса, хотя его активность и не 
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проявлялась. С другой стороны, в секреторном локусе у нее при- 
а сутствовал аллель 5е, хотя в ее секретах не обнаруживалось ни 
В-, ни Н-активности. Наиболее простое объяснение всех этих 
фактов состоит в том, что Пь, так же, как Пз и 4, для которых 
характерна та же фенотипическая особенность, являются гомози- 
готами по очень редкому аллелю еще одного генного локуса и что 
при наличии этого аллеля специфичность В и Н (а возможно 
также А) как в эритроцитах, так и в секретах не возникает. 
И еще одно свидетельство в пользу того, что речь в данном слу- 
чае идет о гомозиготности по редкому аллелю: родители индиви- 
дуумов, обладавших описанной особенностью, были двоюродны- 
ми братом и сестрой. 
Впоследствии были описаны другие подобные же случаи, и 
они также в общем подтверждают то объяснение, что речь долж- 
на идти о редком аллеле в генном локусе, отличном как от ло- 


у 





вобычного «Бома куса АВО, так и от локуса $есгеог. Обычный аллель этого нового 
›ве расщепления локуса принято обозначать Н. Этот аллель присутствует у подав- 

ляющего большинства людей и, очевидно, необходим для возник- 
лены новения Н-специфической группировки, а следовательно, и спе- 
ленный станет цифических группировок А и В как в гликолипидных группо- 
злом (ОБ) антигены! специфических веществах эритроцитов, так и в гликопротеидных 


-А, анти В 1 $ 
ИС веществах секретов. Редко встречающийся аллель й не активен 


в этом отношении, вследствие чего у гомозигот ЙА А-, В- или Н-спе- 
цифичность ни в эритроцитах, ни в секретах не проявляется даже 


«таружен в том случае, если эти гомозиготы являются носителями соответ- 
и. 1080 ствующих аллелей АВО, а также аллеля $е. У гетерозигот Нй 
(НОР Ре выражение АВО аллелей или аллеля 5е не изменено. 
ое Ув Таким образом, для проявления Н-специфичности гликопро- 
эноти то ый теидов в секретах, по-видимому, необходимы как аллель Н, так 
аа и аллель бе. Однако для возникновения Н-специфичности глико- 


липидов в эритроцитах существен, по-видимому, только аллель 
Н, тогда как аллель 5е, видимо, с этим признаком не связан. 

В процессе биосинтеза группоспецифических веществ крови 
возникновение Н-специфичности, по-видимому, зависит от присое- 
динения [-фукозы (при помощи а- (1—>2)-связи) к терминально- 
Му остатку галактозы олигосахаридной цепи (см. фиг. 77). Без 
этого невозможно было бы последующее действие гликозилтранс- 
фераз, детерминируемых аллелями А и В локуса АВО. Можно 
полагать, что присоединение Г.-фукозы катализируется специфич- 
ной 1.-фукозилтрансферазой, переносящей остаток Г-фукозы от 
соответствующего субстрата-донора на концевой остаток галакто- 
зы олигосахаридной цепи. Было высказано предположение [662], 
что эта фукозилтрансфераза представляет собой специфический 
ферментный продукт Н-аллеля, но не образуется А-аллелем. Од- 
нако для того чтобы этот фермент имелся в наличии и мог при- 
нимать участие в биосинтезе водорастворимых группоспецифиче- 
ских веществ в секретах, у индивидуума должен присутствовать 
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также аллель 5е. Таким образом, «водорастворимые» вещества 
с Н-специфичностью будут образовываться у индивидуумов, у ко. 
торых имеются аллели НН или НЬ, а также 5е5е или Зее, и не будут 
синтезироваться у тех, у которых имеются аллели ИЙ и ее. По. 
скольку локус зесгеюг, по-видимому, не принимает участия в 
биосинтезе спирторастворимых групповых веществ крови, Н-спе- 
цифичность в эритроцитах может обнаруживаться даже у ‹не- 
секреторов», т. е. у индивидуумов с генотипом $ее. Этот тип 
специфичности, а также специфичность А и В, однако, никогда не 
встречаются в эритроцитах индивидуумов с редким «Бомбей- 
ским» фенотипом ИИ. В связи с этим «секреторный» локус рас- 
сматривается как регулятор активности локуса Н в процессе био- 
синтеза группоспецифических водорастворимых  гликопротеидов 
секретов, но не в биосинтезе группоспецифических спиртораствори- 
мых гликолипидов. 

Шен и др. [575] исследовали фукозилтрансферазы в грудном 
молоке у «секреторов» и «не-секреторов». В молоке «секрето- 
ров» они обнаружили фермент, который не встречается у «не-секре- 
торов». Этот фермент катализирует перенос Г.-фукозы от ГДФ- 
Г-фукозы, присоединяя ее а-(1—>2)-связью к В-галактозильному 
остатку. Таким образом, он, по-видимому, обладает как раз тем 
типом активности, которая теоретически необходима для образо- 
вания Н-реактивных группировок в группоспецифических вещест- 
вах крови. 


Ш. ЛОКУС [Е\’1$ ИЛИ ГЕ 


Локус [Геи15 —еще один генный локус, который влияет 
на биосинтез и, следовательно, также на антигенную специфич- 
ность водорастворимых гликопротеидов, встречающихся в слю- 
не и в других слизистых секретах. 

Этот локус был открыт после того, как было обнаружено 
[449], что у некоторых индивидуумов в сыворотке содержатся 
антитела, которые вызывают агглютинацию эритроцитов прибли- 
зительно у 18% европейцев. Впоследствии было обнаружено, что 
у 90% европейцев в слюне и в других слизистых секретах [211] 
обнаруживается вещество, способное специфично реагировать с 
этими антителами. Этот антиген теперь обычно называют 
Ге\/15°, или Г.еа. Секреты или эритроциты, обладающие Г.е“-специ- 
фичностью, обозначают Ге(а-+), а те, которые ею не обладают, 
Ге(а—). 

Присутствие или отсутствие Ге‘-специфичности в секретах за- 
висит от пары аллелей Ге и {е [99, 211]. Носители аллеля Ге, 
независимо от того, являются ли они гомозиготами ДеЁе или ге- 
терозиготами Гей, обладают специфичностью Ге(а-). Гомози- 
готы [ее такой специфичностью не обладают. Данный локус, по 
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видимому, не является тесно сцепленным с другими локусами, оп- 
ределяющими групповую специфичность гликопротеидов слизи- 
стых секретов (например, с локусами АВО или 5есгеог). 

Однако довольно неожиданно оказалось, что степень реак- 
тивности Ге? в секретах носителей аллеля Ге четко зависит от 
того, являются ли они «секреторами» или «не-секреторами». Г.еа-ак- 
тивность в секретах значительно сильнее выражена у «не-секре- 
торов», чем у «секреторов». Оказалось также, что все те, у кого 
Ге-активность обнаруживается в эритроцитах, являются «не- 
секреторами» [210, 211]. Таким образом, между проявлениями 
аллелей секреторного локуса зесгеог, с одной стороны, и локуса 
Гез15 —с другой существует взаимосвязь. 

Характерная последовательность сахаров, сообщающая моле- 
кулам гликопротеидов специфичность Ге“ [520, 667, 669], пред- 
ставлена на фиг. 79. Центральная роль в определении специфич- 
ности этого типа принадлежит [-фукозильному остатку, который 
присоединен о-1,4-связью к предпоследнему М№М-ацетилглюкозами- 








ТСЯ У «не-оекре нильному остатку цепи. Главный остов оуглеводной цепи такой 
укозы от ГД же, как и остов одного из двух типов цепей, которые приобре- 
алактозильном тают Н-специфичность при присоединении Г.-фукозильного остат- 
ет как разл ка к терминальному остатку галактозы и соответственно специ- 
ма: дя Обр фичность А или В — при последующием присоединении №-ацетил- 
ческих вещей галактозаминильного или галактозильного остатка. Таким образом, 


очевидно, что на биосинтез углеводных цепей формирующихся 
гликопротеидных молекул могут оказывать влияние не только 
гены Н, 5е, А и В, но также ген Де. 

У ‹«не-секреторов» (генотип 5езе) Н-реактивные группировки 
не образуются. Таким образом, у них имеются многочисленные 
углеводные цепи, к которым в присутствии гена Ге в соответст- 
вующем положении могут присоединиться [-фукозильные остат- 
ки, сообщая им специфическую активность Гей. Однако у «секре- 
торов» (генотип $е$е или $е5е), как можно предполагать, проис- 
ходит конкуренция за эти цепи, и относительно гораздо меньшее 
их число будет заканчиваться группировкой, определяющей спе- 
цифичность Г.еа. К части цепей в зависимости от имеющихся генов 
присоединятся Н-, А- или В-специфические группировки. Впо- 
следствии было показано также, что в присутствии гена Ге к не- 
которым цепям, к их предпоследнему остатку М№-ацетилглюко- 
замина, может присоединяться Г.-фукозильный остаток, а в при- 
сутствии Н и 5е еще один Г-фукозильный остаток, который 
Присоединяется к следующему остатку — Р-галактозе. Образую- 
щаяся сложная группировка не обладает ни _Теа-реактивностью, 
ни Н-реактивностью, но специфичностью необычного рода (так 
называемая Г.еЪ-специфичность), обнаруживаемой только при по- 
мощи антисыворотки совершенно особого типа [423]. Таким об- 
разом, между локусами зесгеог и [ев15 явно существует взаимо- 
действие, которое выражается в том, что у «не-секреторов» (ге- 
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Фиг. 79. Терминальные последовательности сахаров в полисахаридных цепях 


гликопротеидов, обусловливающие специфичность Н, Т.ей и Т.е? (см. текст)- 
Сокращения те же, что на фиг. 77. 


нотип 5езе), обладающих геном Ге, Геа-активность значительно 

выше, чем у «секреторов», также носителей гена /.е. 
Вероятно, в биосинтезе гликолипидных группоспецифических 
веществ эритроцитов ген Ге непосредственно не участвует. Это 
у следует из того, что Ге(а-)-реактивность эритроцитов, в норме 
проявляющаяся только у «не-секреторов» (5езе), в значительной 
у мере, если не полностью, зависит от адсорбции на эритроцитах 
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ЕДЫ 


еа-активных веществ, образующихся в каких-то других клетках 


организма, причем у «не-секреторов» в значительно кю 
личествах [415, 596]. 


|\У. ПУТИ БИОСИНТЕЗА ГРУППОСПЕЦИФИЧЕСКИХ 
ГЛИКОПРОТЕИДОВ 


В соответствии с поведением эритроцитов и слизистых секре- 
тов различных людей в отношении 5 специфических антител: 
анти-А, анти-В, анти-Н, анти-Геа и анти-Ге’—можно выделить 
6 различных типов реакций (табл. 25). 

Четвертая группа реакций, приведенных в табл. 25, представ- 
ляет особый интерес, поскольку в этом случае эритроциты дают 
обычные реакции с анти-А, анти-В и анти-Н в соответствии с 
генотипом АВО, тогда как слизистые секреты не реагируют ни 
с одним из этих антител. В Европе такие индивидуумы составля- 
ют около 2% населения и являются гомозиготными по «неактив- 
ным» аллелям обоих локусов — зесгеюг и [е15. Следовательно, 
они имеют генотип $е5е, [е{е. Однако в секретах людей этой груп- 
пы содержатся гликопротеиды того же рода, что и те, которые 
у других людей определяют групповую специфичность. Такие гли- 
копротеиды были даже изолированы и изучены. Их можно рас- 
сматривать как предшественники группоспецифических веществ, 
биосинтез которых прекратился прежде, чем произошло присоеди- 
нение групп, сообщающих углеводным цепям ту или иную харак- 
терную специфичность [662]. 

Этот так называемый предшественник, по-видимому, пред- 
ставляет собой вещество, в состав которого входят углеводные це- 
пи по крайней мере двух видов [519]; они могут быть присоеди- 
нены в точке разветвления к обычной цепи, соединенной с поли- 
пептидным остовом [397, 398]. По-видимому, в обеих этих цепях 
терминальное положение на нередуцирующем конце занимает 
галактозил (табл. 26). Он присоединен к М:-ацетилглюкозами- 
нильному остатку в одной цепи (тип 1) при помощи В-1,3-связи, 
а в другой цепи (тип 2) — при помощи В-1,4-связи. Оказалось, 
что это вещество реагирует с антисывороткой против пневмокок- 
ка типа ХГУ; такой тип специфичности приписывают терминаль- 
ной структуре цепи типа 2. 

иосинтез гликопротеида-предшественника, по-видимому, кон- 
тролируется целым рядом генных локусов, определяющих синтез 
различных ферментов, необходимых для сборки углеводных це- 
пей. Несомненно также, что необходим по крайней мере еще 
один локус для детерминации последовательности аминокислот в 
полипептидном остове, к которому, как предполагают, присоеди- 
и углеводные цепи. Однако об этих локусах ничего не извест- 
Ре пока не обнаружено каких-либо генетических раз- 

‚ касающихся вещества-предшественника, у разных индиви- 
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Шесть типов индивидуумов, различимых по реакциям их эритроцитов 
и секретов с анти-А, анти-В, анти-Н, анти-Геа и анти-ГеЪ [662] 





Комбинация генов Специфичность, выявляемая в эритроцитах Специфичность, выявляемая в секретах 
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ТАБА 26 


ес ее. ‘ннтеза структур, обусловливающих группоспецифичность кровм А, 5, \А, ла м хе АА _ 
СНЯТИИ Ч с 77. Цифры в скобках указывают на две различиме а ^ 
описываемые в тексте 
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Генетический контроль биосинтеза структур, обусловливающих группоспецифичность крови А, В, Н, Теа и 1е [442]. 
Сокращения такие же, как на фиг. 77. Цифры в скобках указывают на две различные фукозилтрансферазы, 
описываемые в тексте 
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дуумов, у которых он был выявлен. Все четыре локуса: АВО, 
секреторный, Н и Льюис,—о которых нам кое-что известно, оче- 
видно, связаны только с последними стадиями биосинтеза соот- 
ветствующих гликопротеидов и начинают действовать, по-види. 
мому, лишь после того, как синтез предшественника уже за. 
вершен. : 

В табл. 26 [442] представлены предполагаемые пути, посред- 
ством которых различные гены, расположенные в разных локу- 
сах, могут действовать при образовании группоспецифических 
гликопротеидов слизистых секретов. Предполагается, что у носи- 
теля гена [е образуется специфический фермент фукозилтрансфе- 
раза, который осуществляет присоединение Г.-фукозы к атому уг- 
лерода, находящемуся в положении 4 субтерминального остатка 
М№-ацетилглюкозамина в цепях типа | предшественника. Этот фер- 
мент не действует на цепи типа 2, поскольку в них атом углерода 
в положении 4 уже замещен. Если в локусе Н присутствует ал- 
лель Н, а в локусе зесгёйог также аллель 5е, то образуется другая 
фукозилтрансфераза, присоединяющая остаток Г-фукозы к атому 
углерода в положении 2 терминального остатка галактозы в це- 
пях как типа 1, так и типа 2. Предварительное присоединение 
этого фукозильного остатка с образованием структуры, облада- 
ющей Н-специфичностью, по-видимому, необходимо для того, что- 
бы в дальнейшем смогли вступить в действие специфические 
трансферазы, которые, как полагают, определяются аллелями А 
и В локуса АВО. Трансфераза «А» присоединяет при помощи 
а-связи остаток М-ацетилгалактозамина к третьему атому угле- 
рода концевых галактозных остатков Н-активных структур. Транс- 
фераза «В» присоединяет а-связью в том же положении Р-галак- 
тозу. Другие аллели в разных локусах, например А-аллель в ло- 
кусе Н, [е-аллель в локусе [615 и О-аллель в локусе АВО, 
нсактивны в процессе биосинтеза, поскольку они не приводят к 
образованию соответствующих трансфераз. 

‚ Таким образом, в результате обширных и разносторонних се- 
рологических, генетических и биохимических исследований выяс- 
нилось, каким образом при участии ряда гликозилтрансфераз, 
определяемых генами, расположенными в нескольких различных 
локусах, поэтапно формируется групповая специфичность этих 
сложных гликопротеидов. Следует отметить, что фермент, ката- 
лизируя присоединение соответствующего углеводного остатка к 
полисахаридной цепи в процессе биосинтеза гликопротеидов и 
придавая ей тем самым новую антигенную специфичность, может 
одновременно устранить или подавить прежнюю антигенную спе- 
цифичность. Так, например, присоединение остатка М-ацетилга- 
лактозамина к Н-реактивной структуре приволит не только к но- 
явлению реактивности типа А, но и к утрате Н-реактивности. 

Несомненный интерес представляет также тот факт, что про- 
цесс формирования той или иной групповой специфичности мо- 


ЫЪФ—— мы 51 


ть Зперну 









р 


а | 

ет 4 | 
ние 
#1 } 





Вест СТ 


зи, ®, Титы специф 
деградации ; 





и 

























































































Утствует ад. 
Уется другая 
ЗЫ К атому 
АКТОЗЫ В 
иене 
гы, оба 
ЛЯ ТОГО, 9 
тецифически 
аллелям 
при помо . 
атому} ь 
киур- р Е 
НИИ 




















<> 



















































ГРУППОСПЕЦИФИЧЕСКИЕ ВЕЩЕСТВА КРОВИ 





Вещество А Вещество В 


Фермент «А» | [ ермент «В» 
М-ацетилгалактозамин Галактоза 
ск ес 
Вещество Н Вещество Н 
Фермент = С «Н» 


} 


Вещество Г.ей -- Вещество со специфичностью, характер- 
ной для пневмококка типа ХУ -+ Фукоза 


Фермент «ге | 


` Вещество со специфичностью, характерной для пневмококка типа ХТУ 


Фиг. 80. Типы специфичности, выявляемые при ступенчатой ферментативной 
деградации А- и В-специфических веществ [662]. 


жет быть экспериментальным путем обращен. Для этого исполь 
зуют ступенчатую деградацию гликопротеидов при помощи спе- 
цифических ферментов, отщепляющих каждый раз по одному 
углеводному остатку. На фиг. 80 представлена последователь- 
ность реакций в таком эксперименте, в котором очищенные груп- 
поспецифические вещества со специфичностью А или В последо- 
вательно обрабатывают различными ферментами, способными 
отщеплять определенные углеводные остатки, связанные со спе- 
цифичностью А, В, Н или Теа. Так называемые А- и В-разрушаю- 
щие ферменты приводят к утрате А- и В-реактивности и к появ- 
лению Н-реактивности. Вслед за этим  «Н-разрушающий» 
фермент вызывает потерю Н-реактивности и появление Геа-спе- 
цифичности и специфичности, характерной для пневмококков ти- 
па ХПУ. Наконец, действие «Г.еа-разрушающего» фермента выра- 
жается в исчезновении Ё.е-специфичности и в дальнейшем усиле- 
нии специфичности, характерной для пневмококков типа ХГУ. 
результате такого отщепления различных специфических групп 
освобождается так называемый  гликопротеид-предшественник. 
Роль локусов АВО и Н в биосинтезе гликолипидных спирто- 
пастворвмыйх группоспецифических веществ эритроцитов, вероят- 
к основном такова же, как и в биосинтезе гликопротеидов 
е- а группоспецифических веществ слизистых секре- 
м локусы [ез{$ и $есгёог в биосинтезе гликолипидных 
м и ДыеЕ не участвуют. Чем это объясняется, в нас- 
ремя остается неясным. Возможно, мы узнаем об этом 
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после того, как будет установлена структура группоспецифиче- 
ских гликолипидов. 

Серологические методы позволили выявить также ряд других 
генных локусов (Юй, ММ№5, Хё и др.), аллели которых определя- 
ют наследуемые различия в антигенных веществах, образующих 
часть структуры эритроцитов [508]. Однако изучение при- 
роды соответствующих веществ, равно как и выяснение струк- 
турной основы связанных с ними специфических индивидуальных 
антигенных различий находится пока еще в начальной стадии. 
Можно все же ожидать, что и для них будут выявлены сложные 
взаимоотношения, сходные с теми, которые обнаружены для клас- 
сической системы АВО. 
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ПОЛИМОРФИЗМ ФЕРМЕНТОВ 
И ДРУГИХ БЕЛКОВ 
В ПОПУЛЯЦИЯХ ЧЕЛОВЕКА 


|. «ОБЫЧНЫЕ» И «РЕДКИЕ» ВАРИАНТЫ 


В организме человека синтезируется множество различных 
ферментов и других белков, и можно утверждать, что первичная 
аминокислотная последовательность каждой отдельной полипеп- 
тидной цепи, входящей в их состав, кодируется ДНК отдельного 
генного локуса. Таким образом, генетическая конституция 
каждого индивидуума формируется на основе обширного ассор- 
тимента так называемых структурных генных локусов. Помимо 
этого вследствие мутаций, происходивших в прежних поколениях, 
в любом данном генном локусе может встречаться тот или ИНОЙ 
из целого ряда различных аллелей, каждый из которых обуслов- 
ливает определенный структурный вариант данной полипептидной 
цепи. Таким образом, степень, в которой отдельные представи- 
тели данной популяции отличаются друг от друга по структуре 
синтезируемых ферментов и других белков, в конечном счете за- 
висит от числа различных аллелей, которые могут присутствовать 
в каждом из всего этого множества генных локусов, и от относи- 
тельной частоты, с которой они встречаются. 

Исследования многочисленных ферментных и прочих белков 
в различных популяциях людей действительно позволили выявить 
значительное число различающихся в структурном отношении 
вариантов, детерминированных генетически. Многие аллели, оп- 
ределяющие такие варианты, встречаются редко. Однако некото- 
рые из них распространены настолько, широко, что возникает 
ситуация, когда представителей данной популяции удается раз- 
делить на две или более относительно обширных групи, каждая из 
которых характеризуется определенным типом синтеза данного 
фермента или белка. Такое явление часто называют полиморфиз- 
мом белков. 

В настоящей главе в основном будут рассмотрены встречае- 
мость и распределение ряда вариантов ферментов и других бел- 
Ков в различных районах земного шара. Мы рассмотрим те выво- 
ды, которые можно сделать на основе этих данных, о масштабах 
разнообразия белков вообще и о том, каким образом могло Бо3- 
никнуть наблюдаемое распределение вариантов ферментов и про- 
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чих белков на земном шаре. Общее представление о характере но 
значении всех этих проблем, вероятно, лучше всего получить, 
рассмотрев в общих чертах некоторые хорошо изученные при. 


меры. 


1. Гемоглобин 





Й Гемоглобин А, на который приходится большая часть белка 
| нормальных эритроцитов, изучен более детально, чем любой дру- \ 
| гой белок человека. Напомним, что этот белок представляет со- | 
| бой тетрамер, содержащий четыре полипептидные цепи двух раз- 


| личных типов (аи В). а-Цепь состоит из 141 аминокислотного 
остатка. Можно полагать, что последовательность аминокислот 
| в ней кодируется геном, содержащим участок ДНК длиной не 
менее 423 нуклеотидов. В-Цепь содержит 146 аминокислот, кото: | 


рые предположительно кодируются последовательностью ДНК 
|: длиной 438 нуклеотидов. Эти два генных локуса в хромосомах, 
































й по-видимому, далеко отстоят друг от друга и не сцеплены между |111. Геурафическое 
собой. 

В результате обширного обследования больных с различными 
гематологическими заболеваниями, а также обследования в слу- , о обследована Л 
чайных выборках из разных популяций было обнаружено очень зоо шара, Нако 
большое число наследственных вариантов гемоглобина А, и во МЫ о ПОЛЬ 
многих случаях были установлены их структурные особенности. К я уется } 
Преобладающее большинство этих вариантов, по-видимому, 0т- Тен) в сто, 061 
личается от нормальной формы а2В»› лишь по одной аминокисло- т Ех Варианто 
те, которая может быть замещена в полипептидных цепях а или В. № : разом, Хотя 
Эти варианты можно объяснить существованием аллелей генных м ых Вариан 
локусов а или В, первоначально возникших в результате мута- — ы ое М тов 

| ций, которые заключались в замене одного основания на другое ТОВ Аб 
| в определенной точке последовательности ДНК гена. В некото- ть к КОТ 
рых случаях в аномальной полипептидной цепи отсутствует одна ри т биол 
| или несколько аминокислот, так что аминокислотная последова- чужак ЦЕЙ ме 
тельность оказывается неполной. В этом случае соответству юшие в Я Нов и 
аллели, вероятно, должны были возникнуть в результате мута- дю ра Хх 
ций, заключавшихся в выпадении небольшого участка последо- м а 
вательности ДНК (делеция). Известны также варианты (напри- м рой в 

й мер, НЬ-Лепоре), связанные с более зачительными изменениями м а 
| в структуре ДНК, затронувшими два соседних гена. а би, А 

$ Некоторые из этих вариантов гемоглобина даже в гетерози- а К и 
| готном состоянии приводят к весьма серьезным заболеваниям м Мы, К и 8 
И крови. В то же время многие другие варианты, по-видимому, не о м м 
м связаны с какой бы то ни было патологией, причем на самом де А Ма о 
м ле этих вариантов, вероятно, гораздо больше, чем принято счи- и № 

| } тать, поскольку обычно обследуются_ предпочтительно больные в ‚ 
И с гематологическими расстройствами. Помимо этого, хотя поиски А м м, 
и . вариантов гемоглобина проводятся в широком масштабе, очевид- м. и 
Н м 
м 
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Фиг. 81. Географическое распространение главных Гемоглобинопатий [374]. 


но, что обследована лишь незначительная часть всего населения 
земного шара. Наконец, с помощью электрофореза, который 
обычно используется для поисков вариантов гемоглобина, удает- 
ся, как известно, обнаружить лишь часть (может быть, около 
трети) всех вариантов, которые могли бы вообще существовать. 
Таким образом, хотя в настоящее время описано большое число 
различных вариантов, почти не приходится сомневаться в том, 
Что это всего лишь небольшая часть всех структурно различающихся 
вариантов НЬА, которые в действительности встречаются среди 
представителей биологического вида Ното 5ареп$. Действительно, 
судя по текущей литературе, не создается впечатления, что темп 
обнаружения новых вариантов гемоглобина спадает. 

Таким образом, как в а-, так и В-локусах, кодирующих соот- 
ветствующие полипептидные цепи’ НЬА, среди населения земного 
шара распространено очень большое число различных аллелей, 
возникших вследствие мутационных событий как в отдаленном, 
так и в более недавнем прошлом. Частота этих аллелей, однако, 
колеблется в очень широких пределах. Те из них, которые уже 
известны, можно подразделить по частоте, с которой они встреча- 
Ются среди населения земного шара, на две главные резко очер- 
ченные группы. 

Первая, наименьшая группа включает те аллели, которые 
Встречаются относительно часто в той или иной популяции 
фиг. 81). Что касается аллелей В-локуса, то из них к этой груп- 
пе относится аллель, определяющий НЬ$, широко распростра- 
ненный в тропической Африке, где в некоторых районах он может 
встречаться у 20% населения или даже чаще. Сюда же относят- 
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ся аллель, контролирующий НЬС и встречающийся главным об- 
разом в Западной Африке, аллель, кодирующий НЬЕ и распро- 
страненный во многих районах Юго-Восточной Азии, и аллель, 
определяющий НЬО-Пенджаб, встречающийся с заметной часто- 
той в некоторых районах Индии (детальный обзор по этому воп- 
росу принадлежит Ливингстону [396]. Таким образом, в каждой 
из этих популяций наряду © так называемым нормальным алле- 
лем локуса В относительно часто встречается по крайней мере 
еще один аллель, определяющий структурно отличную форму 
В-цепи. Следовательно, удается выделить две или более довольно 
обширные группы в зависимости от характерных свойств синте- 
зируемого гемоглобина. Это типичный случай генетически детер- 
минированного «полиморфизма» белков. 

К другой группе относят аллели, определяющие крайне ред- 
кие варианты гемоглобина. Их обнаруживают без какой-либо 
закономерности в самых разных популяциях, причем часто их но- 
сители являются чденами одной семьи, которой и ограничено 
распространение данного аллеля. Некоторое представление о 
встречаемости таких редких аллелей дают результаты некоторых 
обследований населения, проведенных в Англии и Дании ([285, 
389, 580], а также личное сообщение Лемана). В случайных вы- 
борках индивидуумов, не связанных между собой родством, про- 
водили поиск вариантов гемоглобина, различающихся по электрс- 
форетическим свойствам. Приблизительно из 11 000 обследован- 
ных индивидуумов 14 оказались гетерозиготами по тому или 
иному аллелю, обусловливающему структурный вариант @- или 
В-цепи. У них было выявлено 10 различных вариантов гемоглоби- 
на, из которых 4 обнаружены дважды и 6 — только в одном случае 
(табл. 27). Таким образом, частота каждого из этих различных 


. 1 
аллелей, по-видимому, составляет менее 0,0001 ( ‘т. в. < )- 


Иными словами, частота этих аллелей, по-видимому, на несколь- 
ко порядков ниже, чем, скажем, гена серповидноклеточности в Аф- 
рике или аллеля НЫЕ в Юго-Восточной Азии, которые обуслов- 
ливают полиморфизм соответствующих белков. 

По-видимому, в большинстве популяций встречаются множе- 
ственные аллели, определяющие редкие варианты гемоглобина. 
Однако набор таких аллелей в разных популяциях, вероятно, 
различен. Важно отметить, что хотя эти варианты вообще чрез- 
вычайно редки, в определенных популяциях тот или иной из них 
может встречаться с заметной частотой. Так, Леман с сотрудни- 
ками полагают, что в Европе примерно 1 индивидуум из 
является гетерозиготным по аллелю, определяющему какой-либо 
из электрофоретических вариантов НБА. 

Можно вполне обоснованно считать, что на самом деле это 
составляет около з всех существующих в популяции структУР` 
ных вариантов, различающихся по одному аминокислотному 
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Редкие варианты гемоглобина, 
обнаруженные при электрофоретических обследованияхТнаселения 
в Англии и Дании [285, 389, 5801!) ы 
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69 Гли —› Асп 
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26 Глу — Лиз 
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Всего гетерозигот 14 





1 Общее число обследованных индивидуумов 10 971. 

14 1 

Общая доля гетерозигот = эт = 783 
Число различных редких вариантов=10, 


С 2 1 
Частота отдельных аллелей = 1942 или >92, т. е. <0,0001. 





остатку; остальные просто не удается выявить при помощи элек- 
о трофореза. Поэтому внолне вероятно, что в северной Европе в 
— действительности | человек из 300 является гетерозиготным по 
И тому или иному аллелю структурного варианта НЬА. 
у Высокую частоту аллелей, обусловливающих в некоторых об- 
о ластях земного шара полиморфизм гемоглобина, обычно объяс- 
няют тем, что гетерозиготы по таким аллелям имеют или имели 
в прошлом в условиях, преобладающих или преобладавших в 
данных географических областях, некоторое преимущество при 
отборе перед нормальными гомозиготами. Можно полагать, что 
первичная аминокислотная последовательность такого белка, как 
гемоглобин, сформировалась в результате естественного отбора 
как более или менее оптимальная для данного вида, и в подав- 
ляющем большинстве случаев мутантные аллели, изменяющие 
структуру белка, вероятно, вряд ли дают какое-либо биологиче- 
ское преимущество их носителям, хотя многие из них могут быть 
до некоторой степени вредоносными. Однако в очень редких слу- 
Чаях может появиться мутант, обладающий преимуществом при 
15—843 
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отборе в том отношении, что В а м по кр: 
ней мере в определенных условиях среды, о ее В ср 
нем больше потомства, чем нормальные гомозиготы. общем 
условиях, благоприятствующих сохранению такого аллеля, будет 
отмечаться тенденция к увеличению его частоты в последующих 
ениях. Однако если данное преимущество характерно имен- 
но для гетерозиготного состояния, так что вклад гетерозигот в 
следующее поколение больше, чем вклад гомозигот, то в конеч- 
пом счете может установиться равновесное состояние, при кото- 
ром относительно большая доля измененного аллеля, передавае- 
мая последующему поколению гетерозиготами, 
рована относительно меньшим вкладом гомозигот. Такое состоя- 
ние обычно называют сбалансированным полиморфизмом. 
Ярким примером подобной ситуации служит полиморфизм 
признака серповидноклеточности среди африканского населения 
[8, 9]. Гомозиготные индивидуумы, пораженные серповиднокле- 
гочной анемией, умирают преимущественно в детстве, и лишь 
очень немногие из них доживают до зрелого возраста и имеют 
детей. Вследствие этого те аллели серповидноклеточности, кото- 
рые имеются у гомозигот, в каждом последующем поколении из- 
бирательно элиминируются из популяций. Тем не менее серпо- 
видноклеточность широко распространена среди населения мно- 
гих районов Африки. Поскольку исключительно высокую частоту 
мутирования в качестве объяснения этого факта можно в данном 
случае исключить [646], частая встречаемость этого аллеля в Та- 
ких популяцих и поддержание ее на высоком уровне, несмотря 
на отрицательный отбор в отношении гомозигот по гену серпо- 


ТАБЛИЦА 28 


Частота серповидноклеточности среди детей, 
Умерших ‘от малярии в разных районах Африки [9] 
ра ыы НЕ а АЕ ИВРЫЙ 


покол 





Ожидаемое | 
Фактическое число случаев 
с число Частота серповид- 
исло |случаев серпо-| серповидно- | Ноклеточности| Источник 
Умерших | видноклеточ- «леточности |СРеди умерших! данных 
от малярии| ности среди | в полуляции | ©Т малярии 
умерших в отсутствие 
селективного 
| ] | преимущества } 
Уганда (Кампала) 16 0 0,16 6 [513] 
Республика Заир (Кин- 23 0 0,23 
них ‚235 5,4 [363] 
Бассейн Конго*(Лулу- 23 1 0,25 57 [647] 
аборг) Е 
Гана ( Аккра) 13 0 0,18 2,3 [149] 
Нигерия (Абадан) 29 0 0,24 7,0 [149] 
Всего 104 1 23,0 


будет сбаланси-_ 
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ПОЛИМОРФИЗМ БЕЛКОВ 


В ПОПУЛЯЦИЯХ ЧЕЛОВЕКА 





видноклеточности, может иметь место 
гетерозиготы имеют значительное селективное 
ред нормальными гомозиготами. 

Действительно, согласно многочисленным данным, такое се- 
лективное преимущество для гетерозигот по гену серповиднокле 
точности в Африке и в самом деле существует. Оно состоит в 
большей устоичивости к малярии (возбудитель Р. {о/срагит), 
которая во многих районах очень распространена и служит важ- 
ной причиной смертности. Следовательно, у таких гетерозигот 
имеется больше шансов дожить до зрелого возраста. В табл. 28 
подытожены данные для разных местностей о числе гетерозигот 
по гену серповидноклеточности среди детей, умерших от малярии 
Из 104 случаев смерти от малярии лишь в одном была выявлена 
гетерозиготность по гену серповидноклеточности, хотя если бы 
среди таких гетерозигот смертность от малярии была такой же, 
как и в общей популяции, то эта величина должан была бы со- 
ставлять 23. Примерно такие же соотношения отмечаются при 
анализе заболеваемости малярией. В табл. 29 представлены ре- 
зультаты обследования, проведенного в детской больнице в Кам- 
пале (Уганда [513]). Крайне примечательно, что в числе боль- 
ных, поступивших с церебральной формой малярии, гетерозиготы 
по гену серповидноклеточности отсутствуют. Однако среди боль- 
ных с неосложненной малярией серповидноклеточность встреча- 
лась примерно с такой же частотой, как и среди детей, поступив- 
ших с другими заболеваниями. Аналогичные данные были полу- 
чены и в других местностях. Все они также указывают на то, что 
гетерозиготы по гену серповидноклеточности гораздо реже забо- 
левают церебральной формой малярии. 

Имеются и другие данные, свидетельствующие о том, что ге- 
терозиготы по гену серповидноклеточности относительно более 
устойчивы к малярии, особенно в детском возрасте. Об этом, в 
частности, говорят данные, полученные при сравнении степени 
паразитемии (Р. }а[4рагит) у таких гетерозигот и у других ин- 
дивидуумов в областях, где сильно распространен аллель серпо- 
видноклеточности и где малярия является эндемичной (см. по 
этому вопросу детальный обзор Аллисона [9]). Показано так- 
же, что высокая частота аллеля серповидноклеточности вообще 
характерна только для тех районов, где малярия является или 
была до недавнего времени эндемичной, а также для популяций, 
происходящих из таких районов (например, для американских 
негров). 

По-видимому, развитие возбудителя малярии (Р. [@с1рагит) 
У гетерозигот по аллелю серповидноклеточности, в эритроцитах 
которых присутствует смесь НЬА и НЬ$, подавляется в большей 
степени, чем у непораженных индивидуумов, в эритроцитах ко- 
торых содержится только НБА. В этом, очевидно, и состоит при- 
чина того, что у детей, гетерозиготных по гену серповиднокле- 
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точности среди 818 больных, 


Частота серповиднокле | 
поступивших в одну из детских больниц в Кампале [513]!) 





Число больных Частота 
с серповидно- | серповидно. 
клеточностью | клеточности 






Диагноз Всего 


Пневмония 18 18 
Инфекции верхних дыхательных путей 59 15 
Диаррея и рвота 106 25 
Полиомиелит 26 4 
Туберкулез 87 
Менингит (гнойный) 26 5 
Дистрофия 77 И 
Анкилостомоз 30 2 
Брюшной тиф И 6 
( Неосложненная 83 13 
Малярия Церебральная 47 — 
Гемоглобинурийная 6 — 

Смешанная группа 186 25 
о в ее НН Е 
Итого 818 130 0,16 
О 











Но ПИ 
точности, реже встречаются серьезные осложнения малярии. По- 
этому в тех областях, где малярия является главной причиной 
смерти в детском возрасте, вероятность выжить и дать потомство 
для гетерозигот выше. Различия в восприимчивости к малярии, 
а выражены в раннем возрасте. Впоследствии 
сглаживаются : 

а вследствие приобретенного имму 
Точные биохимические основы таких различий в восприимчи- 
вости к малярии еще не совсем ясны. Весьма трудно количест- 
венно оценить степень селекционного преимущества гетерозигот 
по гену серповидноклеточности в той или иной популяции. Одна- 
ко можно теоретически вычислить величину селективного преиму- 
щества, которая необходима для поддержания определенной ча- 
стоты данного аллеля в популяции за счет избирательного вы“ 
живания гетерозигот. Простая модель [491, 492] популяции со 
сбалансированным полиморфизмом, находящейся в состоянии 
равновесия, представлена в табл. 30. Совершенно очевидно, что 
если все гомозиготы (аа) по данному аллелю умирают в детст- 
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ве и, следовательно, не оставляют потомства, то частота этого 
аллеля сможет поддерживаться на уровне не менее 0,1 только в 
том случае, если селективное преимущество гетерозигот (Аа) по 
сравнению с «нормальными» гомозиготами (АА) будет состав- 
лять около 11%. Тогда около 20% взрослого населения будет 
гетерозиготами. Подобные расчеты позволяют сделать вывод, 
что наблюдаемые различия в заболеваемости и смертности от 
малярии в разных районах Африки сейчас или в прошлом ока- 
зались достаточными для того, чтобы обеспечить необходимую 
степень селективного преимущества. 


ТАБЛИЦА 30 


Модель популяции со сбалансированным полиморфизмом, 
обусловленным селективным преимуществом гетерозигот [491, 492]1) 














Относительная 
частота при | Относительная| Относительная часто- Случай, когда р=0,9, 
зачатии приспособ- та среди родителей 4=0,1, а генотип аа летален 
(генотипы ленность (родительские в детстве 
Генотип зигот) генотипы) 
(1) (п) (пр=х(и) (Г) (п) (1) 
1 
АА р? 1—^/р? р?(1-—&/р?) 81 0,988 80 
Аа 2р9 1-Е А/рд 2р9(1--/р9) 18 Дт 20 
аа 9 1—^/9? 9(1—/9?) 1 0,000 0 
Все типы 1 — 1 100 — 100 

















1) Три генотипа, АА, Аа и аа, различаются по своей относительной приспособленности, т. е. 
по вероятности иметь потомство. Однако частоты ри 4 для двух аллелей (А и а) остаются оди- 
наковыми от поколения к поколению (предполагается случайное скрещивание). Этот пример по- 
казывает относительную приспособленность индивидуумов с генотипами АА и Аа, необходимую, 
для поддержания сбалансированного полиморфизма при р=0,9 и 4=0,1, считая, что индивидуумы 
с генотипом аа умирают в детстве (т. е. их приспособленность=0). Частота гетерозигот среди 
родителей составляет 20%. 


‚ Полиморфизм в отношении других вариантов гемоглобина, а 
именно НЬС в Западной Африке и НЬЕ в Юго-Восточной Азии, 
также объясняют селективным преимуществом гетерозигот вслед- 
ствие неодинаковой восприимчивости к малярии. Однако, хотя 
анализ географического распространения названных видов поли- 
морфизма заставляет задуматься, прямых данных, которые мог- 
ли бы служить доказательством такого предположения, все же 
очень мало. То же самое можно сказать и о полиморфизме в от- 
ношении талассемии. В данном случае опять-таки анализ геогра- 
фического распространения соответствующих аллелей также на- 
водит на мысль о возможном значении малярии в качестве фак- 
тора отбора. Так, например, в Италии относительно высокая 
частота (0,05...0,10) различных аллелей В-талассемии, особенно 
характерна для Феррары, Сардинии и южных районов, т. е. для 
тех частей страны, где эндемичная малярия является или до не- 
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одной из главных причин смерти [57]. 
распространением талассемии и ма- 
и в других странах. Следует отметить, что 
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авнего времени была 





Гакого же р 








а ЗигОтНых по этим аллелям, является вообще очень тя- 
аболеванием и значительно снижает для гомозигот ве- 









желым 








| роятность дожить до зрелого возраста. Поэтому для того, чтобы 
|} объяснить. каким образом аллели талассемии, вызывающие эту 

болезнь, достигли высокой частоты, наблюдаемой во многих гео- 
| графических областях, приходится постулировать значительное 


селекционное преимущество гетерозигот. 


| ПОСЛУЖИТЬ важ 
Цание Да ных ал. 
[В |етолеат сре 


2. Глюкозо-6-фосфат — дегидрогеназа (Г-6-ФД) 





В настоящее время известно около 30 различных форм 
Г-6-ФД. Каждая из них отличается от нормального ферменга и 



































| от остальных вариантных форм по ряду свойств, например по Вы По-видим 
| электрофоретической подвижности, константам Михаэлиса, тер- ПХ Е 
р мостабильности и оптимуму РН. Весьма вероятно, что в боль- г? 14-ФД сни 
й шинстве случаев эти варианты Г-6-ФД различаются лишь по од- бмалия обмена. 
ной аминокислоте, подобно тому, как это обнаружено для гемо- И аллели дейст 
глобинов. По-видимому, они определяются рядом аллелей тивное п 
одного и того же определенного локуса, находящегося в Х-хро- “ее 0 ре 
мосоме. ол Ж днако 
Частота и распределение этих аллелей в различных популяци- мА оо Про 
ях во многих отношениях сходны с тем, что наблюдается для ал- № в и 
лелей гемоглобина. Многие из них встречаются редко, однако те Ченеь не 
некоторые аллели в тех или иных популяциях распространены т | 4.6 
очень широко, что и создает характерную картину полиморфиз- С рн , 
ма. Так, наряду с аллелем СаВ, определяющим нормальную фор- } чи 
му фермента, во многих районах Африки встречаются два других `В 
В аллеля, С4^- и (4^, с частотой около 0,2, хотя в других гео- т т 
графических областях они или редки, или же отсутствуют вовсе. ры о 
Измененный белок, определяемый С4^А-, вызывает хорошо извест- мы м 
ную «негритянскую» форму недостаточности Г-6-ФД, которая м 
В | лежит в основе чувствительности к примахину, а также вызыва- ов о 
м ет ряд других неблагоприятных реакций на лекарственные веще: и о | 
НИ ства. Однако во всех других отношениях, помимо этой идиосинк- ю м А 
разии к лекарственным препаратам, носители данного аллеля, по- | А и к 
и видимому, вполне здоровы. Другое, обычно встречающееся У Нрыу \ 
негров нарушение, определяемое аллелем С4^А, связано лишь с НА 
очень небольшим понижением содержания фермента и, по-види- | ке м ` 
мому, безвредно. | о м 
Во многих районах южной Европы и Ближнего Востока часто М аи 
встречается другой вид полиморфизма Г-6-ФД, определяемый м А 
высокой частотой аллеля, СаМеайетатеат. Этот аллель определяет у ай А 
другую форму недостаточности Г-6-ФД и вызывает пред- м ий 
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расположение к гемолитической болезни, известной под названи- 
ем фавизма. Эта болезнь проявляется у пораженных индивиду- 
умов, когда они едят конские бобы (Уса [аба), — обычный род 
пищи в этой части земного шара. Известны и другие аллели 
Г.-6-ФД, которые часто встречаются в тех или иных географиче- 
ских районах, например Сасииот в Юго-Восточной Азии и 
С4А!е"з в Греции. Однако распространение этих аллелей изуче- 
но недостаточно. 

Поскольку популяции, в которых различные формы недоста- 
точности Г-6-ФД отмечаются с высокой частотой, происходят из 
тех районов, где малярия является или была в прошлом глав- 
ной причиной смертности, было высказано предположение [448], 
ато и здесь, как и в случае серповидноклеточности, малярия мог- 
ла послужить важным фактором отбора, определившим преобла- 
дание данных аллелей Г-6-ФД (например С4А- среди негров и 
Самедцетатеет среди населения южной Европы и Ближнего Во- 
стока). По-видимому, малярийные паразиты развиваются хуже 
именно у тех индивидуумов, в эритроцитах которых актив- 
ность Г-6-ФД. снижена и вследствие этого имеет место некоторая 
аномалия обмена. Имеются данные [199, 404] в пользу того, что 
эти аллели действительно придают своим носителям некоторое 
селективное преимущество в районах, эндемичных по малярии. 
Следует, однако, отметить, что аллель СаА, который в Африке 
столь же распространен, как и аллель С4А-, и столь же редок 
или совсем не встречается в других географических районах, 
тем не менее не вызывает, в отличие от С4А-, заметной недоста- 
точности Г-6-ФД. и, видимо, вряд ли может изменить метабо- 
лизм в эритроцитах. 


3. Варианты гаптоглобина 


Вариантные типы гаптоглобина (гл. ПТ) представляют собой 
другой хорошо изученный пример изменчивости белков. Молеку- 
лы гаптоглобина построены из двух видов полипептидных цепей, 
‚аивВи большинство обнаруженных вариантов определяется ал- 

лелями локуса а. Однако картина распределения аллелей отлич- 
на от того, что наблюдается для гемоглобина и Г-6-ФД, по- 
скольку в данном случае по крайней мере три аллеля 
(Нр!3, Нр!Ё и Нр?) являются обычными и широко распространен- 
ными по всему миру [330]. Среди населения Европы и Африки 
встречаются все три аллеля, хотя и с различной частотой; среди 
населения Азии с относительно высокой частотой встречаются ал- 
лели Нр!и Нр?, тогда как Нр!Е может встречаться редко [577]. 
Описан целый ряд других очень редких аллелей как по а-, так 
и по В-локусу гаптоглобина. 

Особый интерес представляет то обстоятельство, что, исходя 

из различий в структуре белка, можно сделать некоторые выво- 
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у Фиг. 82. Географическое распространение аллелей Нр! и Нр? [330]. 






ды о происхождении этих аллелей [591]. а-Полипептиды, опреде- 
ляемые аллелями Нр!Р и Нр!8, содержат по 83 аминокислоты, 
отличаясь друг от друга только по одной из них [61]. а-Полипеп- 
тид, определяемый аллелем Нр?, почти вдвое длиннее (142 ами- 
нокислоты) и, по-видимому, представляет собой продукт слияния 
конец в конец полипептидов Пр1Еа и Вр!5а, причем последова- 
тельность из 24 аминокислотных остатков в месте слияния утра- 
чена. Вероятно, этот полипептид возник в результате мутации, 
связанной с хромосомной перестройкой у индивидуума, который 
был гетерозиготным по аллелям Нр'Е и Нр!. Иными словами, 
новый аллель скорее всего возник в популяции, уже бывшей по- 
лиморфной по аллелям Нр!Р и Нр15, Далее, особенности структу- 
ры этого полипептида определяют весьма характерную полимери- 
зацию молекул гаптоглобина, которая легко обнаруживается при 
помощи электрофореза в крахмальном = геле. Поскольку это 
свойство не присуще гаптоглобинам других животных, в том чис- 
ле высших обезьян [438], весьма вероятно, что мутация, которая 
привела к возникновению аллеля Нр?, произошла уже после 
отделения линии гоминид. Тем не менее этот аллель широко рас- 
пространен повсеместно на земном шаре, и в настоящее время ‘он 
является наиболее обычным из трех упомянутых аллелей 
(фиг. 82). | 

Таким образом, речь в данном случае, по-видимому, идет об 
эволюционном изменении структуры белка, и можно думать, что 
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Фиг. 83. Распределение индивидуумов с обычными типами гаптоглобина, Нр 
1-1(4), Нр 2-1(Б) и Нр 2-2 (В) по и. способности сывороток 
4 


Приведены средние величины и стандартные отклонения для каждого тина. 











ЕЕ ЕО, 
Нр 1-1 Нр 2-1 Нр 2-2 
Средняя величина 136 108 82 
30 37 34 





Стандартное отклонение 








эта новая структура придает ему определенное преимущество 
при отборе. Тем не менее на основании того, что известно о раз- 
личных свойствах обычных типов гаптоглобинов, все же очень 
трудно определить, в чем именно состоит это преимущество. 

В сожалению, физиологическая роль гаптоглобина в нормаль- 
ной функции организма все еще далеко не ясна. Гаптоглобин об- 
ладает характерным свойством прочно и специфически связывать 
<вободный гемоглобин, и эта реакция, возможно, имеет некоторое 
значение в связи с сохранением железа в организме. Было пока- 
зано [472], что соотношение трех типов гаптоглобина (Нр 1-1, 
Яр 2-Г и Нр 2-2) в сыворотке, определяемое по способности свя- 
ее гемоглобин, в среднем составляет приблизительно 135: 

10:85, причем эти распределения перекрываются (фиг. 83). 





ГЛАВА У 





шлекс гаптоглобин — гемоглобин, по-видимому, служит су 





полагают, связан с образованием желчных пигментов [457]. Име. 
ются данные, свидетельствующие о том, что Нр 2-2 несколько бо- 
тее эффективен в качестве субстрата, чем Нр 2-1 и Нр 1-1 [456]. 
Однако пока не доказано, что различия связаны со сколько- 
нибудь заметными различиями в обмене веществ или с какой- 
либо патологией. Следует также отметить, что существует ряд 
аллелей гаптоглобина, которые, по-видимому, определяют рез- 
кое снижение содержания гаптоглобина в сыворотке, а в некото- 
рых случаях полную неспособность к его синтезу. По крайней 
мере один из таких аллелей встречается с высокой частотой сре- 
ди негров [196] и не выявляется в других популяциях. Однако 
индивидуумы с такой генетически обусловленной недостаточностью 
гаптоглобина, по-видимому, не обладают какими-либо другими 
выраженными фенотипическими особенностями, которые МОГЛИ 
бы иметь значение при отборе. 

Вообще приходится, по-видимому, допустить, что если между 
обычными типами гаптоглобина и имеются какие-то различия, 
имеющие значение при отборе, то они очень незначительны, или 
же что они имели гораздо. большее значение в прошлом, но впо- 


следствии по каким-то неизвестным нам причинам утратили его 
вследствие изменений в среде обитания. 














4. Фосфоглюкомутаза 


риантов фосфоглюкомутазы, 


дому из этих локусов. Частота и распределение этих аллелей 
для разных локусов сильно варьируют. 

В локусе РСМ, могут присутствовать два обычных аллеля. 
что приводит к полиморфизму, распространенному повсеместно. 
Среди европейцев частота аллелей РОМ! и РСМ? составляет со-. 
ответственно около 0,76 и 0,24; весьма ‘близкая к этому частота 
наблюдается также в различных других этнических группах. 
в том числе в различных популяциях Африки и Юго-Восточной 
Азии. Тот факт, что частота этих двух обычных аллелей в раз- 
личных популяциях примерно одинакова, несомненно, служит 
свидетельством устойчивости полиморфизма 
Обнаружен также целый ряд других вариантов 


чрезвычайно редко. 


ироко распространен также полиморфизм, связанный с дву- 
мя обычными аллелями локуса РСМ.. Однако в данном случае 


ет: для фермента печени а-метенилоксигеназы, который, как 
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относительная частота этих двух ‚аллелей в разных популяция 
сильно различается. Среди европейцев аллель РСМ! встреча 
приблизительно втрое чаще, чем аллель РСМз, тогда как ср 
ди африканского населения аллель РСМ? встречается приме] 
вдвое чаще, чем РСМ!. Таким ‘образом, если среди европейце! 
наиболее распространен фенотип Р@СМ.з1, то в Африке наиболее 
распространенным фенотипом является Р@М:2. 
`° Наконец, совсем иная ситуация характерна для локуса РСМ.. 
Большинство людей на земном шаре имеют в этом отношении 
одинаковый фенотип (фермент исследовали путем электрофоре- 
за) и являтотся, по-видимому, гомозиготными по обычному алле- 
лю РОМ!. Правда, был обнаружен ряд электрофоретически раз- 
личающихся вариантов, однако, за исключением одного, который 
определяется аллелем, встречающимся среди негритянского нас 
ления во многих районах (обычно с частотой около 0,005), все они 
относятся к числу чрезвычайно редких. 

Эти варианты фосфоглюкомутазы были обнаружены в ходе 
выполнения программы  электрофоретического обследования, 
целью которого было выявление обычных полиморфных разли- 
чий. Для обследования были отобраны в основном здоровые лю- 
ди: каких-либо указаний на то, что обычные вариантные типы 
этого фермента связаны с какими-то заметными функциональны- 
ми различиями, которые могли бы иметь значение для отбора, 
не имеется. Если такие различия и существуют, то они, вероятно, 
очень незначительны. 





|. МАСШТАБЫ ПОЛИМОРФИЗМА 


1. Исследования ферментов 


Приведенные выше примеры до некоторой степени позволяют 
представить себе вариабельность аллелей в различных генных 
локусах. По-видимому, для некоторых локусов при наличии мно- 
гочисленных аллелей тем не менее какой-то один аллель можно 
рассматривать к обычный, нормальный аллель, распростра- 
ненный почти т естно, тогда как другие аллели чрезвычайно 
редки. Что касается других локусов (например, В-локуса гемогло- 
бина или 1 .л Г.6.ФЛ). то хотя для них характерна такая си- 
туация, при ‚ой имеется обычный аллель, но при этом какие- 
то другие аллели р: ранены с достаточной частотой в тех 
или иных попул; так что возникает обычный полиморфизм. 
г локусы (например, локус а-гаптоглобина 
и локусы РОМ, и РСМз), для которых полиморфизм является 
правилом. В таких случаях во многих популяциях с относительно 
высокой частотой встречаются сразу два или более аллелей дан- 
ного локуса. В таких случаях, по-видимому, нет оснований рас- 


Наконец, сушеству! 











я ГЛАВА УШ 
а 


сматривать какой-то один аллель как обычный в отличие от сс. 
тальных, столь же широко распространенных. 

Естественно, возникает вопрос, какова относительная частота 
подобных ситуаций для разных генных локусов вообще и, в ча. 
стности, насколько часто встречается полиморфизм. Нельзя ли 
считать случаи полиморфизма, наблюдаемые для гемоглобина, 
Г-6-ФД, гаптоглобина и фосфоглюкомутазы, какими-то особыми, 
быть может, довольно необычными формами изменчивости, нети- 
пичными для ферментов или белков вообще, или же это лишь 
частные случаи относительно общего явления? Несомненно, боль- 
шой интерес представляет вопрос о том, какое число белков, 
образуемых в организме человека, обладает такого рода изменчи- 
востью. Поскольку считается, что структура каждого белка опре- 
деляется по меньшей мере одним генным локусом, в действитель- 
ности вопрос сводится к тому, какая доля этого огромного мно- 
жества генных локусов имеет два или более относительно распро- 
страненных аллеля, часто встречающихся в различных популяциях 
человека. 

В принципе можно получить хотя бы приблизительный ответ 
на этот вопрос, детально исследуя ряд произвольно выбранных 
ферментов и других белков у случайно взятых индивидуумов 
и предпочтительно в нескольких различных популяциях. В каж- 
дом случае должна быть поставлена цель — выяснить, обнаружи- 
вается ли обычный полиморфизм и для какой доли ферментных 
и других белков он встречается. 

Основные результаты подобных обследований [224, 225] сум- 
мированы в табл. 31. В различной величины выборках (от несколь- 
ких сотен до нескольких тысяч индивидуумов) из разных попу- 
ляций методом электрофореза в крахмальном геле были изучены 
самые разные ферменты, отбиравшиеся для исследования в 0С- 
новном произвольно. Единственным критерием в данном случае 
служила возможность пользоваться такими доступными источни- 
ками ферментов, как, например, кровь или плацента, а также 
наличие подходящего достаточно чувствительного электрофорети- 
ческого метода, позволяющего вести поиск вариантов в достаточно 
большом масштабе. Нет причин считать, что частота вариантов 
для обследованных ферментов значительно отличается от часто“ 
ты, характерной для ферментов вообще. Обследования проводи“ 
лись в основном среди европейцев, однако изучались также пред- 
ставители других популяционных групп, главным образом афри- 
канских, хотя и в значительно меньших масштабах. В тех случаях, 
когда удавалось обнаружить измененные формы того или ны 
фермента, проводились детальные обследования семей, с те 
чтобы выяснить генетическую основу таких изменений. а 

Полиморфизм можно определить как такую о 
которой в той или иной популяции два или более аллелей ден» 
генного локуса встречаются с частотой не менее 0,01 каждый. 
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ТАБЛИЦА 31 


Результаты электрофоретического исследования 
20 произвольно выбранных ферментов у европейцев и негров!) 


























Среди европейцев Среди негров 
и е 
Фермент м И аллель| аллель| аллель| аллель НЫ 
2 Е 1 2 3 
Кислая фосфатаза эритроцитов 0,36 | 0,60 | 0,04 | 0,17 | 0,83 | — [268 ] 
Фосфоглюкомутаза 
Локус РСМ: 0,77 | 0,23 | — | 0,79 | 0,21 — [601] 
Локус РОМ; о Об | 10.37 "Об — [266 | 
Аденилаткиназа 0,95 | 0,05 = 1,00 =. а [170 
Пептидаза А О 
Пептидаза О (пролидаза) 0,99 | 0,01 — 0,95 | 0,03 | 0,02 [384 ] 
Аденозиндезаминаза 0,94 | 0,06 — 0,97 | 0,03 — [603 











1) Другими изученными ферментами являлись: фосфогексоизомераза, малатдегидрогеназа, 
изоцитратдегидрогеназа, гексокиназа эритроцитов, лактатдегидрогеназа, метгемоглобинредуктаза- 
пирофосфатаза эритроцитов, пируваткиназа, кислая фосфатаза плаценты, пептидазы В и С, нукле- 
озидфосфорилаза, триозофосфатизомераза и «оксидаза» эритроцитов. Ни для одного из этих фер- 
ментов не было найдено обычного полиморфизма по электрофоретическим свойствам, хотя и было 
обнаружено много редких вариантов. Приведены лишь данные для распространенных аллелей 
частота >>0,01). Были обнаружены также многочисленные «редкие» аллели. 





обследования (проводился анализ на 20 разных ферментов) было 
выявлено семь локусов, проявляющих такую степень поли- 
морфизма. Частота каждого аллеля приведена в табл. 31. В пяти 
случаях полиморфизм отмечается как в европейских, так и в аф- 
риканских популяциях, в одном случае (аденилаткиназа) он най- 
ден только у европейцев и также в одном случае (пептидаза 
А) —только у африканцев. 

Итак, в каждой из обследованных этнических групи поли- 
морфизм, по-видимому, отмечается примерно для четверти всех 
локусов изученных ферментов. Однако, несомненно, на самом 
деле полиморфизм должен встречаться гораздо чаще уже по 
одному тому, что обследование проводилось только по электрофо- 
ретическим различиям. Более того, разрешающая способность 
этого метода для разных ферментов оказалась весьма различной, 
и вполне вероятно, что некоторые случаи полиморфной изменчи- 
вости остались незамеченными. 

Хотя общее число изученных таким образом ферментов все 
еще не очень велико, полученные результаты недвусмысленно 
указывают на то, что для значительной части всех генных локу- 
сов, кодирующих структуру полипептидов, вероятно, характерен 





ГЛАВА УП 
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полиморфизм. Небезынтересно, что очень сходные Результаты 

получены при аналогичных исследованиях ферментов, проведен. 

ных на популяциях различных видов дрозофилы [274, 308, 386, 

610]. Данные, полученные к настоящему времени для других 

| биологических видов, позволяют предполагать, что подобный по. 

лиморфизм ферментов и других белков представляет собой общее 

явление для большинства природных популяции животных. 

И О повсеместной распространенности такого рода полимор- 
физма свидетельствуют также многочисленные примеры, обнару- 

| женные недавно, главным образом случайно, в ходе других иссле- | 

| дований. В настоящее время показано, что приблизительно 30 раз- 

| личных ферментных и других белков человека в одной или более ] 10 этой 

основных этнических группах населения обнаруживают полимор- у В 

















| физм (см. приложение И). Интересно отметить, что некоторые щих 2191 

| из этих случаев полиморфизма не удается выявить при помощи 
| электрофореза; для этого требуются другие методы. 

При некоторых видах полиморфизма при наличии обычных 

четко различимых электрофоретических типов ферментов отме- 


| еделяю : 
У равных фе 
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| чаются значительные количественные различия в ферментативной аа 
активности или в концентрации белка, определяемых обычными ! У вм (здесь 1 
методами. Особенно показательный пример такой ситуации — по- нтрофоретическу 
| лиморфизм Г-6-ФД (стр. 131—138), кислой фосфатазы эритро- › Ч. величины 
цитов (стр. 144—150) и холинэстеразы сыворотки (стр. 120—126). То Втно об И. 
| Другой пример — обычные варианты б-фосфоглюконат-дегидроге- МОЩИ рименя | 
й назы [484] и сывороточного белка-ингибитора ои-трипсина [165]. ЧО лент о с 
| Весьма вероятно, что будет обнаружено много других структур- 77 т фор 
ных вариантов ферментов и других белков с измененной актив- ] С В МИЧНЫХ 
ностью, причем такие количественные различия, возможно, будут рат “розито 
| иметь какое-то функциональное или метаболическое значение. т кие ре 
Однако в тех случаях, когда такие различия незначительны, а не- и води 
сомненно именно так весьма часто и обстоит дело, их выявле- Маке ДЛЯ й 
ние может оказаться затруднительным и потребовать применения т т Для Од 
весьма специализированных методик. В этом направлении пред- о В 
стоит еще большая работа. я то, Хх 
Особый интерес в этой связи представляет возможность того, ит м о 
что в некоторых случаях обычные структурные варианты дан- Ч “Ан у 
ного фермента или другого белка, для которого характерен по- м Е 
лиморфизм, могут различаться качественно, а не только количе- 
ственно. По-видимому, именно с такой ситуацией мы сталки- 
ваемся в случае хорошо известного полиморфизма по группам 








крови АВО (гл. УП). В этом случае аллели А и В обусловливают 
характерные антигенные различия, поскольку они контролируют 
синтез гликозилтрансфераз, обладающих качественно различной 
специфичностью. Фермент А, по-видимому, избирательно перено- 
сит остаток  М-ацетилгалактозамина от нуклеозиддифосфата 
к концу олигосахаридной цепи определенного типа, тогда как 
фермент В переносит остаток О-галактозы. 








































































































































































ПОЛИМОРФИЗМ БЕЛКОВ В ПОПУЛЯЦИЯХ ЧЕЛОВЕКА 239 





2. Средняя степень гетерозиготности 


Широкое распространение полиморфизма ферментов и 
вообще свидетельствует о том, что каждый данный индивидуу\ 
является гетерозиготным по многим генным локусам В связи 
с этим интересно было бы определить, насколько вел сред- 
нем степень такой гетерозиготности. Иными словами, какова 
у одного индивидуума доля генных локусов, в рых могут су- 
ществовать два различных аллеля, кодирующих структурно раз- 
личные варианты соответствующего белка. 

Приближенная оценка этого параметра может быть получена 
на основании данных, аналогичных тем, которые предс НЫ 
в табл. ЗЕ В этой таблице приводится оценка частоты а слей, 
определяющих электрофоретические различия в р; произволь- 
но отобранных ферментов, у представителей двух различных по- 
пуляций — европейцев и негров. Можно определить долю индиви- 
дуумов в данной популяции, являющихся гетерозиготными по 
аллелям каждого из локусов, по которым был обнаружен поли- 
морфизм (здесь мы имеем в виду локусы, обусловливающие 
электрофоретически различные формы данного ферментного бел- 
ка). Эти величины представлены в табл. 32. На основании того, 
что известно об изученных ферментах, маловероя чтобы при 
помощи применяемых в этом обследовании методов были отобра- 

ны по электрофоретическим свойствам полипептидные цепи более 

чем 27 различных локусов. А если это так, то оценку средней 
степени гетерозиготности в случае аллелей, определяющих элект- 
рофоретические различия, можно было бы получить, сложив ве- 
личины, приводимые в табл. 32, и разделив их на 27. Средняя 
величина для одного локуса, полученная таким способом, со- 

ставляет для европейского населения 0,054 и для негров — 0,052. 

Интересно, что, хотя средние величины для этих двух популя- 

ционных групп очень близки между собой, вклад разных локусов 

в эти величины в некоторых отношениях различается весьма зна- 

чительно. 

Если предположить, что большинство этих электрофорети- 
ческих вариантов ферментных белков различается всего по одной 
аминокислоте, то на основании того, что известно о генетическом 
коде и об аминокислотном составе белков, можно ожидать, что 
обнаруженные варианты представляют собой примерно одну треть 
всех полиморфных вариантных форм, встречающихся в действи- 

тельности. Поскольку нет никаких оснований полагать, что фе- 
номен полиморфизма ферментов связан именно с изменением 
заряла молекул, можно с достаточным основанием полагать, что 
средняя степень гетерозиготности в расчете на локус для алле- 
лей, дающих структурные различия ферментов или других белков, 
приблизительно втрое выше, чем рассчитано только на основании 
данных электрофоретического обследования. В таком случае сред- 
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ТАБЛИЦА 32 


Оценка средней гетерозиготности на локус 
по данным обследования 20 произвольно выбранных, ферментов 
среди европейцев и негров (см. табл. 31)1) 




































Частота гетерозигот 
ЕВ 























Фермент 
европейцы негры 
Кислая фосфатаза эритроцитов 0,51 0,28 
Фосфоглюкомутаза Е 
Локус РОМ, 0,35 0,33 И 
Локус РСМ, 0,38 0,47 | ооо 
й Аденилаткиназа 0,09 = дис ОМ 
| Пептидаза А — 0,16 к КМ 
Пептидаза 2 (пролидаза) 0,02 0,10 
| Аденозиндезаминаза 0,11 0,06 | Цизни фосфатаза пл 
| | Щетттранофераза пече 
| Средняя гетерозиготность (обнаруженная электро- 0,054 0,052 ее 
Н форетическим путем) в расчете на локус (считая, в 
И что обследовано 27 локусов) (в 
И Средняя гет го ь 0, 162 0,156 т МИНИЯ ХОЛ 
редняя гетерозиготность в расчете на локус для у ; 
и аллелей, определяющих все структурные вариан- уе Е 
| ты ферментов и белков (т. е. число электрофоре- МЕ 
Ш тических вариантов ХЗ). ВЕ. 
, Ыдм— И 
| 1) Приведены только локусы, для которых частота гетерозигот превышает 0,01. и. Чоконат де 
1 а Нана 
| няя степень гетерозиготности на локус составляет для европейцев аа, - 
| около 0,162 и для негров около 0,156. № — 
Согласно этим расчетам, тот или иной индивидуум может $ 
быть гетерозиготным приблизительно по 16% локусов, контроли- в и 
рующих структуру ферментов и, вероятно, также других белков. й ть 06 
Весьма близкую оценку средней степени гетерозиготности челове- -М к о 
ка представил Левонтин [385] на основании данных, полученных и ть Общ, 
И |. при исследовании антигенов групп крови с использованием зна- ‚я О 
И чительно менее прямого способа расчета. о о 
| Общее число различных генных локусов, связанных с опреде- м ох 
лением структуры огромного множества различных белков в орга- кт У 
} низме человека, неизвестно. Вероятно, оно значительно превышает ль № 
10000 и вполне может быть даже выше 100000, но даже и эта по- и Ча \ 
следняя цифра, вероятно, всего лишь небольшая доля общего и ое , 
числа генов, рассчитанного исходя из содержания ДНК в клетке. Но 1, У 
Таким образом, принимая для числа таких локусов структурных ге- м, п р 
нов величину 50 000 и допуская, что средняя степень гетерозиготно- м | м я 
сти составляет около 16%, можно прийти к выводу, что у каждого соб, ый 
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индивидуума примерно в 8000 локусов могут присутствовать два 
различных аллеля, из которых каждый контролирует синтез 























структурно различающихся форм данного белка. 
ТАБЛИЦА 33 
Частота различных комбинаций ферментов среди населения Англии 
Вероятность 
И Частота одинакового 
ллелей, о уч 
Фермент О 
с частотой ного фенотипа отобранных 
более 0,01 наугад 
индивидуумов 
Кислая фосфатаза эритроцитов 3 0,43 0,34 [268] 
- Фосфоглюкомутаза 
Локус Р@М, 2 0,58 0,47 [601] 
Локус РСМ . 0,54 0,45 [266] 
3 
и Щелочная фосфатаза плаценты 3 0,42 0,30 [529] 
| Ацетилтрансфераза печени 2 0,50 0,50 [161] 
] 0 
И” Аденилаткиназа 2 0,90 0,82 [170] 
Сывороточная холинэстераза 
05 Локус Е: 2 0,96 0,92 [318] 
Локус Е» 2 0,90 0,82 [528] 
6-Ф сфоглюконат—дегидрогеназа 2 0,96 0,92 [484] 
а Аденозиндезаминаза 2 0,88 0,79 [603] 
г Для всех 8 ферментов —- 0,018 0,005 








Из этих общих рассуждений можно вывести одно важное 
следствие: ясно, что степень индивидуальных различий в фермент- 

й ном и вообще в белковом составе у людей может быть весьма 
значительной. Общее представление о степени такого разнообра- 
зия можно получить, рассмотрев и сопоставив данные о поли- 
морфизме „белков, уже обнаруженных в какой-либо одной попу- 
ляции. Соответствующие данные, касающиеся 8 различных фер- 
ментов, для которых среди европейцев отмечается полиморфизм, 
приведены в табл. 33. Поскольку несколько различных фенотипов, 
соответствующих каждому из этих случаев полиморфизма, оче- 
видно, встречаются независимо один от другого, ясно, что в дан- 
ной популяции возможно очень болышое число комбинаций раз- 
личных фенотипов. Сопоставляя величины, приведенные в третьем 
столбце этой таблицы, мы приходим к выводу, что наиболее 
обычная комбинация будет обнаружена всего лишь примерно 
у 1,8% данной популяции. Далее, данные, представленные в чет- 
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ГЛАВА УШ 1 и 
Е к 
ПОЗ от сделать следующий расчет: ме р: 
о два взятых наугад представителя одной по. и 28 
ть одинаковую комбинацию фенотипов, будет РЯ о 
тизительно 1:200. Таким образом, довольно высо- Я дей 
индивидуальных различий, касающихся белкового УТ со" 
ется четко показать уже на очень ограниченном числе р ИСК 
п Это, несомненно, лишь начало, и есть все основания я И. 0 
полагать, что при дальнейшем исследовании вполне может ока- ри бы" ра: 
заться, что каждый индивидуум обладает уникальным набором ие 2 
ферментов и вообще уникальной белковой конституцией. Про- ПИ оьку „= 
должая эту мысль далее, можно полагать, что такая уникаль- . ы ‹оторые г 
ность каждого индивидуума по ферментному и белковому составу о, ° ко $ 
многообразными путями отражается на его физических, физиоло- НЫ ‚ етеро: 
гических и других особенностях. |: т вари 
у 
В ибо заме 
| 1. РЕДКИЕ ВАРИАНТЫ ;вбльшом ЧИС 
Н Наряду с относительно распространенными аллелями, обу- пваивается То И 
1 


словливающими так называемый полиморфизм, в ходе обследо- 
ваний населения было найдено также значительное число редких 
| аллелей, определяющих различные редкие варианты данных 
ферментов и прочих белков. Так, в ходе электрофоретического 
обследования выборок, насчитывающих по нескольку тысяч ин- 


мера МОЖНО П 
дрзование нест‘ 
) № существуют 









































дивидуумов, были выявлены многочисленные редкие аллели а а нару 
локусов, определяющих структуру фосфоглюкомутазы (стр. 60— ‚утантные 
62), лактатдегидрогеназы (стр. 55—56), щелочной фосфатазы | _ Редкие н: 
плаценты (стр. 44—46), пептидазы А (стр. 43—44), фосфогексо- о, АТ боль 
зоизомеразы [138], пептидазы В [383], 6-фосфоглюконат — дегидро- \ Прост 
геназы [484] и карбоангидразы [629]. Столь же значительное у ран 
многообразие редких аллелей было обнаружено также для ряда | АЦИИ от 
неферментных белков, таких, например, как трансферрин [194]. р 2. 
сывороточный альбумин [679] и сывороточный ингибитор а!-трип- | № в ране 
сина [164]. Можно привести еще много примеров редких вариан- | м челов 
тов других ферментных и прочих белков, обнаруженных в ходе 1 мы Про 
обычных исследований, Становится совершенно очевидным, что сх : 
если тот или иной белок исследовать у нескольких тысяч индиви- Ч ан 
й дуумов с помощью методов, обладающих достаточно высоким › Ящь м 
И разрешением, то мы обязательно обнаружим один или несколько ть м мт 
и вариантов белка, контролируемых редкими аллелями того или ‘ НЙ, ве 
И иного генного локуса (или локусов). Читатель уже познакомился т Ай ПО 
| | с этим общим явлением на примере редких вариантов гемоглоби- м а к 
ИМ на и Г-6-ФЛ. . ую — и Ч 
ИИ Таким образом, присутствие большого числа редких аллелей м № м м 
И во многих различных генных локусах, по-видимому, является м аа, 
М характерной чертой популяций человека. Эти аллели представля- № ато 
| | ют собой обширный фонд наследственной изменчивости, и хотя Л и м а “ца 
И отдельные составляющие чрезвычайно редки, но все вместе они ыы Жо М 
| 
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могут обусловить значительную степень разнообразия пред 
телей той или иной популяции. Можно полагать, что с по 
методов (главным образом электрофоретических), примен 
до настоящего времени при обследованиях населения, уда‹ 
выявить лишь часть всех структурных вариантов данного бе. 
Поэтому вполне разумно допустить, что если рассматривать 
кой-либо определенный локус, то в среднем | человек из 500 мо 
жет быть гетерозиготным по тому или иному из редких аллелей 
этого локуса. Отсюда следует, что каждый отдельный индивиду- 
ум может быть носителем немалого числа таких редких аллел Й 
(100 или более) разных генных локусов. 
Поскольку все эти аллели очень редки, измене! формы 
белка, которые они контролируют, в большинстве случаев обна- 
ружены только у гетерозигот. В подавляющем больц ь 
чаев такие гетерозиготы, по-видимому, вполне здоровы, так что 
›овождается 
какими-либо заметными 1 Однако 
в небольшом числе случаев было показано, что у гетерозигот 
развивается то или иное характерное заболевание. В качестве 
примера можно привести случай редких аллелей, определяющих 
образование нестойких форм гемоглобина (стр. 37—38). Кроме 
того, существуют редкие структурные варианты, ничем не прояв- 
ляющиеся у гетерозигот, но вызывающие определенные типы 
клинических нарушений в гомозиготном состоянии. Таким обра- 
зом, мутантные аллели, которые, по-видимому, ответственны за 
многие редкие наследственные заболевания, представляют собой 
лишь часть большого класса редких аллелей, очевидно повсеме- 
стно распространенных в популяциях человека. 








1У. МУТАЦИИ, ОТБОР И ДРЕЙФ ГЕНОВ 


Распространение и частоту вариантных белков в разных по- 
пуляциях человека можно рассматривать как результат трех 
различных процессов, происходивших в многочисленных пред- 
шествующих поколениях: 

1. Мутационный процесс, вызывающий появление новых алле- 
лей в общем случайным, незакономерным образом. 

2. Естественный отбор, стремящийся к устранению таких 
аллелей, которые снижают биологическую приспособленность их 
носителей, и способствующий распространению аллелеи, которые 
повышают приспособленность. Приспособленность том емысле 
может быть выражена вкладом индивидуумов р: 
пов в следующее поколение. Так, например, ин; умы } 
ного генотипа будут в среднем менее приспособленными, есл: 
они чаше умирают в раннем возрасте, и ‹ зательно, м ее 
их число достигает половой зрелости 1 став. 
или же если их плодовитость по тем или иным причинам с! 
Вообще влияние того или иного аллеля на приспособл 
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в гетерозиготном или в гомозиготном состоянии. Важно поэтому 
отметить, что аллели, которые встречаются в данной популяции 
относительно редко, присутствуют главным образом у гетеро- 
зигот. 

3. Случайные эффекты или генетико-автоматические процессы 
(дрейф генов), обусловленные случайностью факторов, опреде- 
ляющих то, какие из гамет (сперматозоидов и яйцеклеток), про- 
изводимых представителями данного поколения, оставят потомст- 
во и тем самым примут участие в создании нового поколения. 

Теоретически в любом генном локусе в результате отдельных 
мутационных актов может появиться очень большое число раз- 
личных аллелей. Так, в типичном генном локусе, представляющем 
собой отрезок ДНК, скажем, из 900 пар нуклеотидов и кодирую- 
щем полипептидную цепь из 300 аминокислот, число различных 
аллелей, которые могут возникнуть в результате замены одного 
основания, составляет 2700 (каждое основание в данной последо- 
вательности может быть заменено любым из трех других). 
Вследствие вырожденности кода примерно у 20—25% всех таких 
мутантов изменения в структуре данного полипептида может не 
произойти. Приблизительно в 2—4% случаев будет происходить 
мутация, вызывающая превращение триплета оснований, коди- 
рующего какую-либо аминокислоту, в триплет, кодирующий тер- 
минацию цепи, так что мутантный аллель приведет к синтезу 
укороченного (с карбоксильного конца) полипептида, утративше- 
го большую или меньшую часть аминокислотной последователь- 
ности. В большинстве случаев такая мутация, вероятно, приведет 
к полному нарушению структуры белка. Однако приблизительно 
в 70—75% случаев мутантный аллель, в котором заменено какое- 
то одно основание, приведет к синтезу полипептида, отличающего- 
ся от исходного лишь тем, что одна-единственная из его амино- 
кислот заменена на другую. Влияние такой мутации на свойства 
белка будет зависеть от положения этой аминокислоты в его 
трехмерной молекуле и от химических и физических свойств 3За- 
мещенной аминокислоты. Несомненно, возможны также другие 
мутации, связанные с более значительными изменениями после- 
довательности ДНК в данном гене. Это могут быть делеции, 
дупликации или другие перестройки последовательности пар осно- 
ваний. Часто возникающая в результате структура оказывается 
неспособной кодировать функционально активный белок, но все 
же в некоторых случаях такие жизнеспособные белки, по-видимо- 
му, могут образовываться, хотя их строение и резко изменено- 
Таким образом, в результате появления различных аллелей вслед- 
ствие мутаций в одном и том же локусе может возникать множе- 
ство измененных форм белков, нередко резко различающихся По 
своим свойствам и функциональной активности. 


может быть различным в зависимости от того, находится ли он 
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В последние годы мы многое узнали о том, каким образом 


структурная организация ферментных и прочих белков сказыва- 
ется на их специфических свойствах и функциональной актив- 
ности. Это стало возможным благодаря установлению трехмерной 
структуры многих из этих сложных макромолекул, сравнитель- 
ным исследованиям первичной аминокислотной последователь- 
ности некоторых белков, например цитохрома с и гемоглобина 
у многих видов, а также исследованиям свойств мутантных белков 
ЕО УВЕ М ЕТУ ТУрНЫМ  ИВМенением. Одно из заключе- 
ний, к которому мы приходим на основании данных, полученных 
при этих исследованиях, состоит в следующем: значительная часть 
всех замен аминокислот, возможных для данного фермента или 
белка в результате единичных мутаций, может лишь очень незна- 
чительно отразиться на его функциональной активности или вовсе 
не сказаться на ней. Это обстоятельство, очевидно, имеет прямое 
отношение к объяснению ситуации, складывающейся в природных 
популяциях для различных в структурном отношении форм бел- 
ков, с точки зрения популяционной генетики, поскольку из сказан- 
ного следует, что влияние некоторых мутантных аллелей на фе- 
нотипические свойства их носителей часто может быть ничтожно 
малым. Таким образом, в селективном отношении такие мутанты 
могут оказаться безразличными или почти безразличными (об- 
суждение этого вопроса и список литературы см. в работе [329]). 

Разумеется, многие мутации могут привести к частичной или 
даже полной утрате биологической активности соответствующим 
белком. Вообще такие мутации, вызывающие структурные изме- 
нения, должны быть в той или иной степени неблагоприятными 
в отношении отбора для их носителей. Однако в гетерозиготном 
состоянии неблагоприятный эффект может проявится, вероятно, 
лишь в очень небольшом числе случаев. Даже у гомозигот Сте- 
пень нарушений колеблется в весьма широких пределах в зависи- 
мости от степени изменений свойств белка и от тои функциональ- 
ной роли, которую играет данный белок в норме. 

Можно полагать также, что иногда встречаются мутанты, ко- 
торые обладают некоторыми селективными преимуществами, по 
крайней мере в данных условиях среды. Однако такие мутанты 
должны быть чрезвычайно редкими уже по одному тому, что лю- 
бое случайное изменение в такой сложной структуре, какую 
представляет собой белок (если оно скажется на его функции), 
гораздо чаще может оказаться неблагоприятным, чем наоборот. 

Однако совершенно независимо от того, является ли данная 
мутация относительно неблагоприятной и соответственно будет 
ли она устраняться в процессе естественного отбора или же она 
сообщает ее носителю какое-либо преимущество при отборе, кото- 
рое будет способствовать ее распространению, для сохранения но- 
вого мутантного аллеля в поколениях имеются весьма серьезные 
препятствия. Новый аллель передается в среднем половине по- 
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гомков индивидуума, который впервые получил этот ал и 
Гаким образом, имеется определенная вероятность того, что | р 
аллель вообще не будет передан следующему поколению, а и 
роятность его утраты возрастает в ряду последующих поколе я м 0! 
Гак, в достаточно большой стабильной популяции, в которо И. 
каждая пара родителей в среднем оставляет двух потомков, ти 
в свою очередь дающих потомство в следующем поколении, ве. (Я = 
роятность (учитывая только случайные эффекты) того, что новая’ ис 
мутация сохранится, например, через 15 поколений, составляет м е 
'/э [173]. Вероятность сохранения мутации больше в том случае, еле! 
если при ее появлении численность популяции возрастает, и мень- одет И. 
ше в противоположном случае. Вообще же большинство аллелей, в 









возникающих заново, вероятно, устраняются на протяжении 
последующих 10 или 20 поколений в результате более или менее | 
случайных событий. 

Однако поскольку за счет мутаций постоянно возникают все 
новые и новые аллели, существует вероятность того, что в доста- 
точно многочисленной популяции набор редких аллелей, опреде- 
ляемый более или менее случайно, будет, как правило, иным, чем. 
в других популяциях. Райт [697] назвал это явление «полиаллель- 
ным случайным дрейфом». При этом возникает своего рода равно- 
весие между появлением новых аллелей в результате мутаций 
и неизбежной случайной утерей некоторых из них, а также других, 
уже существовавших аллелей вследствие присущей данной попу- 
ляции генетической структуры. - 

Рассматривая многочисленные варианты ферментов и белков, 
обнаруживаемые в популяциях человека, мы для удобства раз- 
делили их на две группы. В одну группу мы включили такие 
варианты, которые встречаются сравнительно часто и приводят 
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к так называемому полиморфизму; они, по-видимому, составляют ре ЯВ 
лишь небольшую долю всех действительно существующих ва- 05 
риантов. Другая группа представлена большим числом различных К инс 
вариантов, которые в отдельности встречаются чрезвычайно ред- Ш ИЩЫ п 
ко, причем частота таких аллелей в большинстве случаев на два 4 о и , 
порядка или более ниже, чем частота обычных аллелей. Конечно, о б и 
встречаются также варианты, определяемые аллелями, которые \ ту “Ако 
встречаются с промежуточной частотой. Однако в общем созда- ‚ ме ИЕ 
ется впечатление, что подразделение ‘на «обычные» и «редкие» Г М Нм 
варианты отражает. инстинную. биологическую дихотомию, а ни Га а м 
в коем случае не произвольное разделение двух крайних типов, А ий . 
соответствующих противоположным концам непрерывного распре- | дано 


деления частот. 
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Общие признаки гетерогенной группы редких вариантов, кото- м 
рые обычно обнаруживаются при изучении данного фермента | Я п 
или другого белка в достаточно большой выборке из той или иной / д и В 
популяции, вероятно, легче всего объяснить на основании кон- ] № ЗУ м 
цепции полиаллельного случайного дрейфа. Вероятно, они пред- } аа 
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ставляют собой довольно 
далось сохраниться в данно 
вершенно случаен 

Если это так, то действительное число различных редких вг 


чайный набор мутаций, которым 


слу 
й поп уляции и состав которых 


риантов,‚ имеющихся в данной популяции, и общая 
чаемость будут определяться главным обра зом средней 
мутаций, а также «эффективными размерами воспроизво 
данной популяции [328, 697]. Большинство тг 
терозиготном состоянии, вероятно, нейтральны или почти нейтраль- 
ны, и поэтому естественный отбор играет лишь незначите 
роль в определении того, какие мутантные алл 
и какова будет их частота. Разумеется, некоторые 
неблагоприятные эффекты у гетерозигот, и их 
в большей или меньшей мере ограничиваться отбор то 
фект особенно резко будет сказываться на таких мутантных алле- 
лях, которые вызывают значительное снижение приспособлен 
ности в гетерозиготном состоянии, и среди аллелей, заново воз 
никших в предыдущем поколении, именно эти аллели будут 
встречаться с ‘большей частотой. Аллели, дающие неблагоприят 
ные последствия только у гомозигот, будут в гораздо меньшен 
степени подвергаться отбору, а их частота и распределение в 
чительной мере будут зависеть от таких с7 лучайных факторов, 
мутации и дрейф генов. Всем этим, вероятно, можно объяснит! 
часто наблюдаемые весьма значительные различия между попу- 
ляциями в отношении частоты некоторых редких «рецессивных 
болезней. 















У. ОТБОР-И ЯВЛЕНИЯ ПОЛИМОРФИЗМА 


Обратимся теперь к группе алле елей, обусловливающих обыч- 
ные виды полиморфизма и являющихся по существу ‚ главной 
причиной индивидуальных различий в структуре ферментных 
и других белков у человека. Здесь мы сталкиваемся с несколько 
иной ситуацией. Полиморфиз м обусловлен, как правило, весьма 
ограниченным числом аллелей того или иного локуса; обычно это 
два или несколько аллелей, которые, по-видимому, пре тставляют 

собой лишь очень небольшую долю общего чис ей, име®- 
и щихся в ланной популяции. Остальные аллели, 
чаются крайне редко. 


Обычно принято считать, 
определяет встречаемость аллелей, обусловливающу 
виды полиморфизма, служит дифференциальный отб 
подразумевается, что гетерозиготы , по данным алл‹ 
или имели в прошлом некоторые преимущества при отооре 
сравнению с соответствующими гомозиготами у представ 
ние, несомненно, удовлетворительно объясняет в общих чер’ 
биологическое разнообразие в пределах вида, которое мы обычно 
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что основным фактором, 
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приписываем действию естественного отбор, однако, 
признать, что прямые свидетельства в пользу этого представления 
пока крайне немногочисленны. Лучше всего документированный 
случай — полиморфизм по серповидноклеточности в Африке. Име- 
ются также данные по географическому распространению, убеди- 
тельно показывающие, что малярия может служить фактором 
отбора и в случае других обычных гемоглобинопатий, а также 
некоторых вариантов Г-6-ФД. Однако что касается множества 
остальных случаев полиморфизма, известных в настоящее время, 
то остается совершенно неясным, с какими факторами отбора 
они могли бы быть связаны. 

Особая черта полиморфизма по гену серповидноклеточности — 
высокая частота этого гена, несмотря на весьма жесткий отбор 
в отношении аномальных гомозигот. Следовательно, селективное 
преимущество гетерозигот по гену серповидноклеточности должно 
быть весьма значительным; только в этом случае мог установить- 
ся и поддерживаться полиморфизм. В большинстве других слу- 
чаев полиморфизма роль давления отбора, если оно на самом 
деле имеет значение, должна быть значительно менее выражена, 
и весьма возможно, что это давление настолько мало, что при 
помощи доступных нам методов его не удается даже выявить. 
Выяснение природы возможных сил отбора, которые могут спо- 
собствовать появлению различных видов полиморфизма, в настоя- 
щее время представляет собой одну из наиболее трудных и не- 
податливых общих проблем генетики человека. 

Один из подходов к разрешению этого вопроса — прямое ис- 
следование функциональных свойств структурно различающихся 
форм «полиморфных» ферментов в надежде на то, что это может 
выявить существенные различия, которые могли бы иметь отноше- 
ние к обмену веществ или как-то по-иному быть связанными 
с отбором в определенных условиях среды. Во многих случаях 
было установлено, что обычные структурные варианты того или 
иного фермента существенно различаются по активности. Однако 
до настоящего времени нам почти или совсем ничего не известно 
о значении таких различий для отбора, за исключением, может 
быть, случая Г-6-ФД, упомянутого выше. Очевидная трудность 
состоит в том, что отбор влияет, как правило, на сложный коми- 
лекс физиологических функций, зависящий от взаимодействия 
многих ферментов и других белков. Поэтому для данного индиви- 
дуума фенотипическое проявление всей совокупности ферментов 
и других белков может оказаться важнее, чем свойства какого-то 
ОДНОГО ИЗ НИХ. р 

Другой подход к этому вопросу состоит в выяснении того, 
связано ли присутствие данных аллелей с предрасположением 
к определенным заболеваниям, особенно к тем, которые встре- 
чаются часто. Общий метод, применяемый для этой цели, за- 
ключается в сравнении частоты изучаемого аллеля в группе лиц 
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с данным заболеванием с частотой этого аллеля в популяции 
в целом. Хорошо известным примером такого рода связей являет- 
ся определенная связь групп крови системы АВО с некоторыми 
заболеваниями желудочно-кишечного тракта (подробный обзор 
по этому вопросу см. в работе [410]). Так, у индивидуумов 
с группой крови А несколько чаще встречается рак желудка, чем 
людей с группой крови О. В то же время у лиц с группой крови 
О чаще встречается язвенная болезнь, чем у лиц с группой кров 
А. Однако эти различия выражены весьма незначительно и ме 
дицина не располагает никакими указаниями на то, что обнару- 
женные связи могли бы послужить главной причиной столь широко 
распространенного полиморфизма в данном случае. Ничего не 
известно также о том, каким образом разные антигены групп 
крови или же те ферментативные особенности, которые, по-види 
мому, их обусловливают, влияют на предрасположение к назван- 
ным заболеваниям. Причинные связи здесь весьма темны, и, кро- 
ме того, они, по-видимому, являются лишь косвенными. Вот поче 
му на основании того, что мы знаем о характеристиках известных 
нам типов полиморфизма и об особенностях связанных © НИМИ 
заболеваний, тут едва ли удастся вывести какую-то корреляцию. 
Возможно, так же точно обстоит дело и в других случаях поли- 
морфизма, а поскольку это так, поиски причинных связей, ве- 
роятно, вообще дело необычайно сложное. Так, самые обычные 
заболевания, в ТОМ числе многие острые И хронические инфекции, 
теоретически могли бы сыграть с 


ущественную роль в появлении 
различных видов полиморфизма, и сейчас становится известным 
все больше случаев полиморфизма, которые имело бы смысл изу- 
чить на предмет выявле 


ния связи с такого рода заболеваниями. 
Однако, поскольку не существует никаких 


точных критериев для 
установления таких взаимосвязей в каждом конкретном случае, 
открытие действительно су 


щественных взаимосвязей, по-видимо- 
му, должно происходить весьма случайным образом. 

И, наконец, еще одно важное направление в исследовании 
этой проблемы — демографический подход. Он заключается в под- 
разделении индивидуумов одной или многих популяций на груп- 
пы по тем или иным распространенным аллельным различиям, 
а затем в поисках различий между ними по важнейшим парамет- 
рам, имеющим значение для отбора, например по показателям 
смертности и заболеваемости в различных возрастных группах 
и по плодовитости. При помощи анализа семей можно также изу- 
чать возможные отклонения от менделевского расщепления и те 
Хотя данные такого рода позволяют составить лишь косвенное 
суждение о роли определенных факторов отбора в отношении 
данных видов полиморфизма, они дают в принципе возможность 
оценить масштабы влияния отбора в данных условиях среды. 
Однако сочетать в подобных обследованиях, с одной стороны, 
достаточно большие масштабы, чтобы можно было получить до- 
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‘товерные результаты, а © другой стороны, детальность и точ. 









сть в определении ряда демографических параметров — дело 
очень-сл ‚ Хотя к настоящему времени собраны многочислен- 
ные наводящие на размышления данные, результаты даже наи- 
более сложных и остроумных обследовании такого рода (ем, 








например, [447, 466]) лишь подчеркнули значительные трудности 
получения однозначных решений в данной области. 

Существенным источником такой неопределенности служит 
тот факт, что среда обитания человека в настоящее время или 
аже на протяжении нескольких последних поколений во многих 
отношениях сильно отличается от среды, в которой люди жили 
в прошлом. Особенно глубокие изменения происходили и проис- 
ходят в таких важнейших параметрах, как величина и распреде- 
ление по возрастным группам смертности и заболеваемости. По- 
этому то, что могло быть важным фактором отбора в прошлом 
и вполне могло привести к формированию многих видов поли- 
морфизма, встречающихся в настоящее время, теперь может 
иметь лишь второстепенное значение или не иметь его вовсе. Мы 
же в состоянии изучать эту неизбежно и постоянно изменяющую- 
ся ситуацию лишь в течение очень короткого периода времени. 
Кроме того, мы, как правило, не знаем, как выяснить, отражает 
ли картина, наблюдаемая в каждом данном случае полиморфиз- 
ма, некое состояние равновесия, установившееся как следствие 
селективного преимущества гетерозигот, или же мы имеем дело 
с продолжающимся увеличением частоты одного аллеля за счет 
другого, или же, наконец, с прогрессирующим исчезновением дан- 
ного аллеля. 

Главной альтернативой при решении вопроса о силах отбора. 
послуживших причиной данного вида полиморфизма, является 
предположение, что он возник случайно, в силу дрейфа генов. Очень 
редко частота того или иного аллеля, появившегося в популяции. 
может стать высокой исключительно за счет случайных факторов. 
Это более вероятно для малых и относительно изолированных 
популяций. Действительно, известен ряд случаев, когда аллели, 
определяющие особый вариант фермента или другого белка, 
встречаются с необычно высокой частотой в относительно малых 
и изолированных сообществах, тогда как в остальных популя- 
циях эти аллели, по-видимому, отсутствуют или встречаются край- 
не редко. Большинство таких случаев весьма локального поли- 
морфизма можно, вероятно, приписать случайному дрейфу. В ка- 
честве примера можно, вероятно, привести измененный вариант 
сывороточного альбумина, обнаруженный у 25% представителей 
одной из групп североамериканских индейцев [426], а также 
у представителей некоторых близких им племен. Этот вариант, 

по-видимому, не встречается больше нигде на земном шаре. 
в противном случае он был бы легко выявлен при помощи самых 
обычных методов. Другой пример — весьма высокая частота мол- 








айонах 

АИ 10, ЧТО оДИ 
в бранции, вероят 
Тине случайные 
юнзателя», послу? 
угих ВИДОВ 
важную р 


оу 















































ПОЛИМОРФИЗМ БЕЛКОВ В ПОПУЛЯЦИЯХ ЧЕЛ 
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чашего аллеля сывороточной холинэстеразы в о; 
носов Аляски, о которой мы упоминали выше ( 
бывает так, что небольшая группа представителей дан 
ляции переселяется в другое место и образует новое сооб 
которое в дальнеишем развивается более тли менее изоли 
Если случайно один из основателей такого сообщества ‹ 
носителем определенного редкого аллеля, то этот аллель мо? 
по чисто случайным причинам широко распространиться в такой 
вновь возникшеи популяции. Ярким примером этого так назы 
ваемого «эффекта основателя» может служить необычно высокая 












































































































частота тирозинемии (стр. 282), наблюдаемая в изолированной 
группе франко-канадцев Квебека [357]. Это заболевание, обычн 
приводящее к смертельному исходу в раннем детстве, проявляет- 
ся у гомозигот по аллелю, который в данной популяции встреч: 
ется с очень высокой частотой (0,02), однако чрезвычайно редо! 
в других районах земного шара. Изучение родословных указы- 
° вает на то, что один из основателей этой популяции, иммигрант 
ищю ИЗ Франции, вероятно, был гетерозиготным по данному аллелю 
време Такие случайные факторы, как дрейф генов или же «эффект 
отрака основателя», послужили, несомненно, главными причинами МНО- 
морфин + гих других видов локализованного полиморфизма. Они такж 
едет сыграли важную роль в возникновении часто наблюдаемых раз 
=) ея личий между относительно изолированными популяциями. Однако, 
. по-видимому, гораздо менее вероятно, чтобы один только дрейф 
32 © генов послужил причиной полиморфизма, встречаемого в больших 
Не" этнических группах, распространенных на целых материках или 
на большей их части, а в некоторых случаях и На всем земном 
хо шаре. Тем не менее случайные колебания частоты генов в популя- 
вине ции в прошлом, а также миграции групп индивидуумов из одного 
0 места в другое вполне могли обусловить многие наблюдаемых 
ой} особенности распределения и частоты некоторых обычных алле- 
рим лей в настоящее время. 
Ри [о зА ЕЧАНИЯ 
й ии . КЛЮЧИТЕЛЬНЫЕ ЗАМЕ 
Го им Современное ВА. вопроса в общих чертах можно поды- 
ие тожить с р: образом. 
и В = ясно, что в популяциях человека ое 
р $ и вует множество структурно различающихся - форм Ее ыы 
о й и других белков. И столь велико число и многообразие индив! 
о Н дуальных различий, которые они обусловливают, что, по-видимо- 
Мн му, крайне маловероятно, чтобы два индивидуума, о = 
и И. ет монозиготных Е ЕМУ совершенно 
оры гих . 
Г Е м разие можно объяснить тем, что В оли 
ый И локусов структурных генов может присутствовать О Рын 
И в А ных аллелей, которые можно в общем подразделит 
ий 
и . 
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разграниченные группы. Одна из них включает большое Число 
аллелей, в большинстве своем чрезвычайно редких, Частота 
и распределение которых в основном зависят от многократных 
мутаций и дрейфа генов. Многие из этих аллелей, вероятно, не 
имеют существенного значения для жизнеспособности и приспо- 
собленности их носителей, тогда как другие вызывают небла- 
гоприятные эффекты либо в гетерозиготном, либо в гомозиготном 
состоянии и приводят к различным редким наследственным забо- 
леваниям и другим аномалиям, обнаруженным в популяциях че- 
ловека. Общая частота таких неблагоприятных мутантных алле- 
лей, конечно, будет ограничиваться естественным отбором. 

Другая группа, значительно менее обширная, включает алле- 
ли, которые встречаются гораздо чаще. Такие аллели являются 
основой большого разнообразия ферментов и различных видов 
полиморфизма, очевидно существующих в природе. Весьма воз- 
можно, что именно эти аллели и контролируют биохимические 
особенности, лежащие в основе многих наследственных различий 
в физических и физиологических особенностях индивидуумов, 
а также в относительном предрасположении к различным болез- 
НЯМ. Однако мы пока, как правило, не имеем точного представле- 
ния о том, каким образом это происходит в различных конкретных 
случаях. В частности, нам очень мало известно о биологических 
причинах, которые привели к установлению всех этих обычных 
полиморфных различий. 
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Глава 1Х 


ГЕННЫЕ МУТАЦИИ 
И НАСЛЕДСТВЕННЫЕ БОЛЕЗНИ 


Недавно опубликованный каталог наследственных аномалий 
[413] включает более тысячи различных клинических синдромов, 
каждый из которых может быть объяснен действием одного измз- 
ненного гена. Эти аномалии широко варьируют по своим про- 
явлениям и степени тяжести. Некоторые из них выявляются 
у новорожденных или в раннем детстве; другие проявляются 
только У взрослых —в среднем и пожилом возрасте. Некоторые 
неуклонно прогрессируют и ведут к летальному исходу, при дру- 
1 гих отмечаются лишь незначительные нарушения. Фактически 
Эт 08 наследственные заболевания могут поражать в большей или мень- 
шей степени любой орган или ткань. Таким образом, все это 
множество разнообразных расстройств затрагивает по существу 
все отрасли медицины. Судя по темпам, с которыми пополняется 
список наследственных аномалий в медицинской литературе, ве- 
роятно, нам вскоре предстоит познакомиться со многими со- 
вершенно новыми заболеваниями этой группы. 

Обычно такие заболевания классифицируют в зависимости от 
того, наследуются ли они по доминантному или рецессивному 
типу, а также в зависимости от локализации данного аномаль- 
ного гена в той или иной из 22 аутосом или же в половых хромосо- 
мах (Хи У); в последнем случае говорят о сцепленных с полом 
аномалиях. Среди наследственных заболеваний, известных в на- 
стоящее время, более половины могут быть отнесены к ауто- 
сомным доминантным и около 40% —к аутосомным рецессивным. 
Остальные (около 8%) —это главным образом рецессивные за- 
болевания, сцепленные е Х-хромосомой. До настоящего времени 
не установлено ни одного случая патологического состояния, 
которое можно было бы приписать аномальному гену, локализо- 
ванному в У-хромосоме. г 

Важная особенность так называемых аутосомных доминант- 
ных заболеваний — то, что практически все больные с явными 
клиническими симптомами гетерозиготны. В геноме таких гете- 
розигот присутствует одна доза аномального гена, который они 
получили от одного из родителей, и одна доза его нормального 
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аллеля, полученного от другого родителя. Вследствие ТОГО, что 
большинство аномальных генов, вызывающих такие доминантные 
заболевания, встречается редко, гомозиготы, как правило, не 
обнаруживаются. Следует, однако, ожидать, что в гомозиготном 
состоянии патологические проявления должны быть выражены 
‘начительно более резко, чем у пораженных гетерозигот, и весьма 
вероятен летальный исход в раннем детстве. 

В случаях аутосомных рецессивных заболеваний индивидуумы 
с клиническими проявлениями часто гомозиготны и несут две до- 
зы измененного гена, полученные по одной от каждого из родите- 
лей. Гетерозиготы, несущие одну дозу аномального гена и одну —- 
нормального аллеля, в обычных условиях, по-видимому, вполне 
здоровы. Однако бывают случаи, когда в определенном генетиче. 
ском локусе возможны два или более различных аномальных 
гена, дающих неодинаковые рецессивные нарушения в гомо- 
зиготном состоянии. У гетерозигот по двум таким аллелям обычно 
возникают нарушения, сходные с теми, которые характерны для 
двух соответствующих гомозиготных состояний, и если последние 
отличаются друг от друга по симптоматике или тяжести заболе- 
вания, то у такой «двойной» гетерозиготы обычно отмечаются 
промежуточные проявления. Хорошо известный пример такого ро- 
да — серповидноклеточность в сочетании с гемоглобином С. 

При так называемых Х-сцепленных рецессивных заболеваниях 
патологическое состояние проявляется клинически главным обра- 
зом у мужчин, хотя у них имеется только одна Х-хромосома. 
У женщин, имеющих две Х-хромосомы, заболевание проявится 
лишь в том случае, если аномальный ген присутствует в обеих 
Х-хромосомах. Если, как это часто бывает, измененный ген, вы- 
зывающий такое заболевание, встречается редко, то у женщин 
оно может вообще никогда не проявляться. 


1. МОЛЕКУЛЯРНАЯ ПАТОЛОГИЯ 
НАСЛЕДСТВЕННЫХ БОЛЕЗНЕЙ 


Если общая теория, согласно которой гены проявляют свое 
действие, направляя синтез белков, в основных своих положениях 
верна, то для каждого из рассматриваемых заболеваний в приници- 
пе возможно проследить связь характерного сочетания клиниче- 
ских симптомов с определенным дефектом фермента или другого 
белка, вызываемым единичной генной мутацией. Полное описание 
патогенеза болезни должно было’. бы начинаться с изменения 
последовательности оснований ДНК, вызванного данной я 
цией; далее, в нем должно быть отражено то, как это НЫ 
извратило синтез определенного белка, каковы вторичные Я 
мические последствия этого извращения и, наконец, каким о не. 
зом эти последние вызывают наблюдаемые патологические си 
томы. 
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Для подавляющего большинства наследственных болезней 
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полагающих взаимодействие биохимической и физиолог 
организации на разных уровнях. В настоящее время лин 
сительно небольшое число заболеваний изучено до такой степени, 
что удается проследить детали хотя бы некоторых этапов в этом 
ряду причин и следствий. 

Пока ни для одной болезни не удалось установить первичные 
генетические нарушения, непосредственно изучая последователь- 
ность оснований аномального гена. Однако поскольку этот ген 
определяет измененный белок, который можно выделить, приче! 
удается установить, в чем состоит нарушение в его структуре, 
нередко оказывается возможным сделать заключение о природе 
изменений ДНК, лежащих в его основе. Примеры такого рода 
рассмотрены при описании различных гемоглобинопатий (гл № 
Так, например, при серповидноклеточной болезни все патологи- 
ческие сдвиги и клинические проявления можно объяснить синте- 
зом аномального гемоглобина, в молекуле которого в р-цепи 
вместо глутаминовой кислоты в шестом положении находится 
валин. Поскольку нормальная В-цепь состоит из 146 аминокислот, 
а каждая аминокислота кодируется последовательностью из трех 
оснований в ДНК, мы можем заключить, что ген, определяющий 
эту полипептидную цепь, представляет собой участок ДНК дли- 
ной в 438 нуклеотидов и что мутация, вызвавшая появление алле- 
ля серповидноклеточности, произошла в шестом триплете этой 
последовательности (основания №№ 16, 17, 18). Далее, учитывая 
то, что известно о генетическом коде и об общей природе мута- 
ций, вызывающих единичные замены аминокислот, мы можем 
прийти к вполне логичному выводу, что в этом триплете измене- 
но основание № 17 (аденин вместо тимина в одной из двух 
комплементарных цепей ДНК). 

Аналогичным образом удалось сделать выводы относительно 
локализации первичного изменения в гене при других гемоглоби- 
нопатиях. В большинстве таких случаев имеет место единичное 
аминокислотное замещение в белке, и так же, как и при серповидно- 
‹леточности, мутацию обычно можно приписать изменению опре. 
деленного основания. Однако в некоторых случаях были выявле- 
ны другие дефекты белков, по характеру которых можно было 
заключить, что мутационное изменение в структуре гена долж- 
но быть совсем иным. Так, например, в гемоглобинах Лепо- 
ре (стр. 91—93) аномальная полипептидная цепь в первой своей 
части идентична аминокислотной последовательности первой 
половины 6б-цепи нормального гемоглобина А», а далее имеет 
последовательность, характерную для концевой части нормаль- 
ной В-цепи гемоглобина А. Проще всего объяснить эту аномалию, 
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предположив, что последовательность нуклеотидов, составляю- 
щая конечную часть гена д-цепи и начальную часть прилегаю- 
щего локуса В-цепи, оказалась утерянной. Поскольку измененная 
полипептидная цепь, определяемая новым геном, содержит 146 
аминокислот, так же, как нормальная В- или д-цепь, мы можем 
сделать заключение, что первичное генетическое нарушение со- 
стояло в выпадении (делеции) участка ДНК длиной по крайней 
мере в 438 нуклеотидов. Другие аномальные гемоглобины, ха- 
рактеризующиеся выпадением части полипептидной последова- 
тельности, — НЬ-Фрейбург и НЬ-Ган-Хилл (стр. 98—99). В первом 
из них отсутствует | аминокислота в В-цепи, а в последнем выпа- 
ла последовательность ‘из 5 аминокислот, что указывает на де- 
лецию 15 оснований. 

Таким образом, аномальные гены, вызывающие заболевание, 
могут быть результатом разных мутаций. О природе события 
(или событий), которое может вызывать замену одного основания, 
известно очень мало. Что касается делеций, то они могут, ве- 
роятно, возникать по крайней мере двумя путями. Один из них — 
неравный  кроссинговер между гомологичными хромосомами 
вследствие негравильной их конъюгации во время мейоза. Скорее 
всего именно таков механизм делеций, обусловивших появление 
гемоглобинов Лепоре, а возможно и некоторых других известных 
гемоглобинов с выпадением участка молекулы. Вероятность не- 
равного кроссинговера особенно велика, если в результате пред- 
шествующей дупликации генетического материала два сходных 
участка последовательности ДНК прилегают друг к другу 
в одной и той же хромосоме. Чем протяженнее гомологичные 
участки, тем более вероятна аберрантная конъюгация. Таким 
образом, можно полагать, что для некоторых генов вероятность 
мутаций такого типа больше, чем для других. Еще один путь 
возникновения делеций заключается в случайном разрыве двух 
хромосом (или хроматид), происходящем более или менее одно- 
временно и сопровождающемся неправильным воссоединением, 
вследствие чего промежуточный сегмент выпадает, если разрыв 
произошел в одной и той же хромосоме; если же разрывы проис- 
ходят в разных хромосомах, то произоидет транслокация генети- 
ческого материала из одной хромосомы в другую, сопровождае- 
мая выпадением некоторои его части. 

Данные, полученные при исследованиях структуры аномаль- 
ных гемоглобинов, показывают, что к патологии могут приводить 
как мутации, связанные с заменои одного основания, так и МУ- 
тации, обусловленные делецией; вероятно, так же обстоит дело 
с другими белками, в частности с ферментами. Однако оценить 
относительную роль различных типов мутаций в качестве причия 
многочисленных наследственных заболеваний, известных в на- 
стоящее время, не представляется возможным. Все имеющиеся 
данные получены при изучении таких случаев, когда аномальныи 
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белок удается изолировать и охарактеризовать в структурном от- 
ношении. Однако возможно, что такие случаи составляют лишь 
очень незначительную и притом нетипичную часть наследственных 
заболеваний в Целом. Даже для некоторых гемоглобинопатий 
(например, талассемии) исследование структуры белка само по 
себе не позволяет еще сделать определенных заключений относи- 
тельно природы мутационного изменения в ДНК. Видимо, В этих 
случаях для того, чтобы лучше понять характер мутаций, необхо- 
димо более глубокое изучение нарушений в механизмах белково- 
го синтеза, а также структурные исследования на уровне РНК. 
В тех случаях, когда удается идентифицировать специфиче- 
ский аномальный белок, анализ его физико-химических свойств 
представляет важный этап выяснения патогенеза данного забо- 
левания. Так, например, при серповидноклеточности крайне 
важным оказывается резкое снижение растворимости гемоглоби- 
на в восстановленном состоянии. Как полагают, оно обусловлено 
изменением очень небольшой части поверхности белковой моле- 
кулы вследствие замены гидрофильного остатка глутаминовой 
кислоты на гидрофобный остаток валина (стр. 32). Поразительно 
следующее. Известно много других аминокислотных замещений 
в различных частях молекулы гемоглобина, однако резкое измене- 
ние его растворимости при серповидноклеточности уникально 
именно для данного замещения. Это изменение растворимости 
служит причиной морфологических изменений эритроцитов, поме- 
щенных в условия низкого парциального давления кислорода, — 
так называемый феномен серповидноклеточности. ш \уо такая 
же деформация эритроцитов происходит в венозной части крове- 
носной системы, в частности в мелких венах и венозных капилля- 
рах, что приводит к повышению вязкости крови. Это в свою оче- 
редь может вызвать локализованный тромбоз и повреждение тка- 
ни. Кроме того, деформированные эритроциты значительно легче 
разрушаются, что приводит к хронической анемии и вызывает 
другие патологические изменения. Таким образом, хотя многие 
частности все еще остаются неясными, можно представить себе 
главную последовательность событий, вызывающих клинический 
синдром серповидноклеточной анемии. Первоначальное мутационное 
изменение затрагивает лишь очень небольшой участок ДНК дан- 
ного гена, однако последствия его далее усиливаются сначала 
небольшим изменением тонкой структуры гемоглобина, в резуль- 
тате которого снижается его растворимость, а затем влиянием 


этого факта на циркулирующие эритроциты, вследствие чего 
возникает сложный комплекс патологических изменений. 


Одно из физических свойств белка, на которое может сущест- 
венно повлиять самая незначительная модификация структуры, — 
стабильность. Если стабильность аномального белка значительно 
ниже по сравнению с нормальным белком, то скорость его дена- 
турации ш \!\о должна резко возрасти, а вызываемая этим по- 
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теря функциональной активности может иметь серьезные послед. 
ствия. Так, например, было показано, что некоторые наследствен- 
ные формы тяжелой хронической анемии связаны с присутствием 
измененных вариантов гемоглобина, отличающихся по преимуще- 
ству нестабильностью (стр. 37—38). Такие нестабильные гемогло- 
бины гораздо быстрее денатурируют в эритроцитах, чем нормаль- 
ный гемоглобин, и именно это, очевидно, является главной причи- 
ной наблюдаемых в таких случаях различных патологических 
явлений. Некоторые аномальные ферменты, например ва- 
риант глюкозо-6-фосфат — дегидрогеназы @4-Средиземноморский 
(стр. 135—139), также отличаются пониженной устойчивостью, 
и вторичные биохимические и клинические нарушения, наблю- 
даемые у его носителей, опять-таки могут в значительной мере 
зависеть от этого обстоятельства. Вероятно, многие другие на- 
следственные нарушения имеют в своей основе аналогичные при- 
чины. 

По-видимому, любое изменение первичной структуры белка, 
приводящее к существенному нарушению его нормальной трех- 
мерной конформации, может привести к снижению стабильности. 
В тех случаях, когда происходит единичное аминокислотное заме- 
щение, степень такого эффекта будет зависеть от химических 
свойств и размеров замещаемого аминокислотного остатка, а так- 
же от места замещения. При этом самые различные замещения, 
происходящие в разных участках белковой молекулы, могут, 
как выяснилось, привести в основном. к одним и тем же последст- 
виям в отношениии стабильности данного белка и таким образом 
вызвать одинаковые патологические процессы. Следовательно, 
разные мутации могут вызвать группу определенных расстройств, 
которые, однако, во всех отношениях кроме первичной структуры 
аномального белка будут неотличимы одна от другой. Можно 
также отметить, что различные небольшие делеции в гене, вызы- 
вающие выпадение одной или нескольких. аминокислот и, следо- 
вательно, укорочение полипептидной цепи, могут обусловить 
в каждом случае значительное нарушение трехмерной структуры. 
выражающееся в резком снижении стабильности соответствующе- 
го белка. Делеции большего размера, вызывая еще большее уко- 
рочение полипептида, часто могут привести к тому, что данный 
белок вообще будет отсутствовать. Аналогичные эффекты во3- 
можны и в результате мутаций, заключающихся в замене одного 
основания, приводящей к превращению триплета, кодирующего 
ту или иную аминокислоту, в триплет, кодирующий терминацию 
цепи. 

При изучении свойств аномального ферментного белка не- 
сомненный интерес представляет исследование кинетики соответ- 
ствующей ферментативной реакции. Так, например, важным Ффак- 
тором в развитии заболевания может быть изменение в сродстве 
ферментного белка к субстрату или к коферменту, что отразится 
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на кинетике. Примером такого рода служит изменение кинетики 
аргининосукцинатсинтетазы при цитруллинемии (стр. 168—170), 
‹атипичной» формы сывороточной холинэстеразы при _чувстви- 
гельности к суксаметонию (стр. 121—126) и варианта @4-Окла- 
хома глюкозо-6-фосфат — дегидрогеназы, вызывающего особую 
форму хронической гемолитической анемии (стр. 138—139). Во 
всех этих случаях оказалось, что константы Михаэлиса (Кт) 
с субстратом значительно превышают нормальные значения, 
и этого, по-видимому, достаточно для того, чтобы объяснить 
патологические явления, характерные для данных заболеваний. 

Можно ожидать, что многие единичные аминокислотные за- 
мещения в ферментном белке так или иначе отразятся на его 
кинетических параметрах, вызывая изменения либо в конформа- 
ции, либо в химической структуре активного центра. Такие же 
замещения могут привести также к изменению других химических 
свойств ферментного белка, например его стабильности. Со- 
вершенно очевидно, что оценка относительной роли этих измене” 
ний может оказаться важной для выяснения патологии того или 
иного заболевания. Интересно в связи с этим рассмотреть ва- 
риант @9-Средиземноморский глюкозо-б-фосфат — дегидрогена- 
зы. Хотя структурные изменения в этом аномальном ферментном 
белке в деталях еще не известны, выяснены, однако, некоторые 
существенные отличия в его свойствах от нормального фермента. 
Он значительно менее стабилен, константы Михаэлиса как для 
субстрата (глюкозо-б-фосфата), так и для кофермента (НАДФ) 
у него ниже и, кроме того, он более эффективно использует ана- 
лог субстрата 2-дезоксиглюкозо-б-фосфат. Клиническое наруше- 
ние, связанное с этим аномальным ферментом, — фавизм — почти 
наверняка обусловлено очень низким уровнем активности фер- 
мента в измененных эритроцитах, а это последнее обстоятельство 
зависит главным образом от выраженной нестойкости фермент- 
ного белка. Измененная же кинетика играет, вероятно, лишь вто- 
ростепенную роль или не имеет никакого значения в развитии 
данной патологии, тем более, что пониженные константы Михаэли- 
са для субстрата и кофермента должны быть связаны с повы- 
шенной активностью. 

Разные мутации могут привести к недостаточности того или 
иного определенного фермента, вызывая либо синтез аномального 
ферментного белка с измененной кинетикой или стабильностью, 
либо понижение скорости синтеза ферментного белка, либо 
прекращение синтеза вообще. Для многих наследственных забо- 
леваний удалось даже точно установить фермент, недостаточ- 
ность которого играет центральную роль в развитии патологии, 
хотя в большинстве случаев истинная молекулярная основа 
ферментной аномалии остается неясной. Эти заболевания относят 
обычно к категории «врожденных нарушений обмена», однако 
в принципе к ним следует относить любую наследственную бо- 
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лезнь. Однако по причинам исторического порядка такое разде. 
ление сохранилось. Различные примеры таких заболеваний рас. 
сматривались выше (стр. 151), другие приведены в приложении [. 

Известен-еще один, необычный вид биохимических нарушений, 
для которых характерно аномально высокое содержание некото- 
рых веществ в жидкостях организма или клетках при относитель- 
ной недостаточности дпугих веществ. То, каковы эти изменения, 
зависит от функции данного фермента в нормальном обмене ве- 
ществ и от его локализации в тканях. Степень же их, а в какой- 
то мере и их распределение зависят от того, насколько понижена 
ферментативная активность. При некоторых заболеваниях актив- 
ность может вовсе отсутствовать, тогда как при других она толь- 
ко в большей или меньшей степени снижена. 

Клиническая картина, наблюдаемая при этих метаболических 
аномалиях, вероятно, представляет собой вторичный результат 
нарушения биохимических процессов, обусловленного недоста- 
точностью определенного фермента. Однако существо причинных 
взаимоотношений в таких случаях часто бывает трудно выяснить. 
Приведем в качестве примера фенилкетонурию (стр. 155—158). 
Это заболевание хорошо изучено, и в настоящее время удалось 
многое выяснить относительно характера метаболических нару- 
шений и изменения концентраций ряда метаболитов при фенилке- 
тонурии, однако до сих пор невозможно удовлетворительно объ- 
яснить, почему наиболее характерным симптомом этого заболева- 
ния является резко выраженная умственная отсталость. Очевидно, 
при данном биохимическом нарушении каким-то образом по- 
вреждаются нейроны развивающегося мозга. Однако суть этого 
процесса все еще не ясна. 

Пожалуй, следует еще раз затронуть вопрос о том, насколько 
неожиданной часто бывает связь между клиническими синдрома- 
ми и биохимическими нарушениями, которые лежат в их основе. 
Хорошим примером подобной ситуации служит заболевание, из- 
вестное под названием гомоцистинурии (стр. 283). Клини- 
ческий синдром при этом нарушении обмена очень сложен. 
и в числе характерных симптомов отмечаются такие весьма раз- 
личные проявления, как умственная отсталость, эктопия хруста- 
лика, склонность к артериальным и венозным тромбозам и ано- 
малии развития костей. При систематическом обследовании 
большой группы больных с умственной отсталостью (определя- 
лось содержание в моче аминокислот) было обнаружено харак- 
терное повышение уровня гомоцистина в моче. Это открытие при- 
вело к обнаружению выраженного нарушения обмена метионина, 
обусловленного недостаточностью фермента цистатионинсинтета- 
зы (Т.-сериндегидрогеназы). Несмотря на то что метаболический 
путь превращения метионина в цистин был подробно изучен Е 
до открытия гомоцистинурии, биохимики вряд ли я 
предсказать, что нарушение этого метаболического пути М 
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вызвать тот комплекс патологических проявлений, который 
наблюдается при этом заболевании. Хотя почти не вызывает 
сомнений, что возникновение этих клинических симптомов каким- 
то образом связано с первичной недостаточностью цистатионинсин- 
тетазы, мы все же не знаем, какова в данном случае конкретная 
причинная связь. 

Другой пример — болезнь Помпе (стр. 175). Уже давно было 
выяснено, что при этом заболевании происходит прогрессирующее 
накопление гликогена в разных тканях, особенно в миокарде. 
Однако, несмотря на то что основные пути синтеза и распада 
гликогена были, по-видимому, установлены и были изучены свя- 
занные с ними ферменты, существо химических процессов, ле- 
жащих в основе болезни Помпе, оставалось неясным. Открытие 
того, что это заболевание обусловлено специфической недостаточ- 
ностью а-(1,4)-глюкозидазы, присутствующей в норме вместе 
с другими гидролазами во внутриклеточных органеллах, назы- 
ваемых лизосомами, оказалось совершенной неожиданностью, 
поскольку прежде никто не думал, что этот фермент играет 
сколько-нибудь существенную роль в распаде гликогена. 

На этих примерах мы убеждаемся в том, что имеется еще 
очень много таких наследственных нарушений, для которых со- 
вершенно неизвестны ферменты (или другие белки), недостаточ- 
ностью которых они вызваны, или даже участок обмена, с кото- 
рым связаны эти ферменты. Ключ ко всем этим проблемам, ве- 
роятно, содержится во всей симптоматике заболевания, однако 
в большинстве случаев мы не умеем его находить, и до сих пор 
еще никому не удавалось на этой основе понять, какие именно био- 
химические системы следует изучать в каждом конкретном случае. 


||. ДОМИНАНТНОСТЬ И РЕЦЕССИВНОСТЬ 


По мере все более глубокого проникновения в молекулярную 
патологию того или иного заболевания мы все больше узнаем 
и о характере его наследованния и, следовательно, о том, почему 
оно должно встречаться преимущественно в гетерозиготном со- 
стоянии, т. е. наследоваться по доминантному типу, или же 
проявляться только в гомозиготном состоянии и таким образом 
относиться к рецессивным болезням. 

Иллюстрируем сказанное на примере серповидноклеточной 
болезни, наследуемой по рецессивному типу. Клинические нару- 
шения, характерные для этого заболевания, обусловлены тем, что 
гемоглобин, находящийся в эритроцитах, чрезвычайно плохо раст- 
ворим, когда он теряет кислород; в результате происходит ха- 
рактерная деформация эритроцитов (серповидность) шт \у0 
в тех частях кровяного русла, где давление кислорода понижено. 
У гетерозигот по гену серповидноклеточности около 65% гемогло- 
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бина, находящегося в эритроцитах, обычно приходится на нормаль. 
ную его форму, и всего около 35% — на измененную. При этом 
общее количество гемоглобина на клетку остается почти нормаль- 
ным. Смесь обеих форм гемоглобина в целом обладает понижен- 
ной растворимостью по сравнению с нормальным гемоглобином, 
и серповидноклеточность эритроцитов можно легко продемонстри- 
ровать ш УЙго, понизив в достаточной степени напряжение кисло- 
рода. Однако необходимая степень снижения напряжения кисло- 
рода в этих условиях превышает ту, которая в норме имеет место 
ш Мо, и потому неблагоприятные последствия у гетерозигот 
обычно не встречаются, так что они в общем вполне здоровы, 

Отсюда следует одно важное обстоятельство, а именно, тер- 
мины «доминантный» и «рецессивный», вообще говоря, имеют смысл 
только в отношении определенного признака или Ффенотипа. 
Серповидноклеточная болезнь наследуется как рецессивный 
признак; однако сам феномен серповидноклеточности, т. е. ха- 
рактерная деформация эритроцитов при соответствующей обра- 
ботке ш УЙго, наследуется как доминантный признак, поскольку 
он встречается как у гетерозигот, так и у гомозигот по аномаль- 
ному гену. 

Теперь сравним «рецессивную» серповидноклеточную болезнь 
с наследуемыми по доминантному типу формами хронической 
анемии, обусловленными так называемыми нестабильными гемо- 
глобинами. При этих анемиях в эритроцитах гетерозигот синте- 
зируется как нестабильный, так и нормальный гемоглобин. Одна- 
ко из-за быстрой денатурации нестабильной формы количество 
ее, а следовательно, и общее количество гемоглобина, находяще- 
гося в функционально активном состоянии, в процессе созревания 
эритроцитов снижается. В результате возникает хроническая 
анемия, которая далее осложняется в связи с осаждением деня- 
турированного аномального гемоглобина, что способствует уско- 
ренному разрушению эритроцитов и удалению их из кровотока. 
Таким образом, в противоположность тому, что наблюдается 
у гетерозигот по гену серповидноклеточности, нормальный гемо- 
глобин, синтезируемый такими гетерозиготами, не способен ком” 
пенсировать неблагоприятное воздействие аномальной формы 
гемоглобина на эритроциты. Гены, определяющие различные 
варианты нестабильного гемоглобина, встречаются чрезвычайно 
редко, поэтому соответствующие гомозиготы не наблюдались. 
Можно, однако, предвидеть, что в гомозиготном состоянии эти 
тены ‘должны вызывать крайне тяжелые формы ‘анемии, часто 
сопровождающиеся смертельным исходом в раннем детстве. 

Вопрос о том, наследуется ли данное заболевание, вызы- 

ваемое нёдостаточностью какого-либо определенного фермента, 
по’ рецессивному ‘или доминантному типу, может в о. 
мере: завибеть от. среднего уровня ‘активности данного ре 
У гомозигот по нормальному аллелю и в особенности от , 
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каков в норме его избыток по сравнению с минимальным уровнем, 
необходимым для поддержания функции. В гетерозиготном 
состоянии уровень определенного фермента обычно является про- 
межуточным между нормальным и тем, который отмечается 
у гомозигот по аналогичному гену. В крайних случаях, когда 
аномальный ген вызывает полное исчезновение ферментативной 
активности, у гетерозигот обычно обнаруживается примерно по- 
ловина средней активности, характерной для гомозигот по нор- 
мальному гену. Если, как это, по-видимому, обычно бывает, уро- 
вень активности у гомозигот по нормальному аллелю в среднем 
во много раз превышает минимум, необходимый для нормаль- 
ной метаболической функции, то пониженная активность, отме- 
чаемая у гетерозигот, также оказывается до некоторой степени 
избыточной и не вызывает неблагоприятных последствий. Клиниче- 
ские нарушения проявятся поэтому только у гомозигот по ано- 
мальному гену, у которых активность, вероятно, снижена настолько, 
что оказывается недостаточной для поддержания нормальной 
функции. В действительности, большинство так называемых 
врожденных нарушений обмена, выявленных до настоящего вре- 
мени, наследуется по рецессивному типу, и можно сделать вывод, 
что в норме уровень соответствующих ферментов значительно пре- 
вышает критический (т. е. минимальный уровень, необходимый 
для поддержания нормальной функции). Таким образом, имеется 
как бы значительный «запас прочности». 

Доминантный тип наследования заболеваний, обусловленных 
ферментной недостаточностью, наиболее вероятен в тех случаях, 
когда данный фермент лимитирует скорость метаболического пу- 
ти, в котором он принимает участие: уровень активности таких 
ферментов в норме вообще близок к минимуму, необходимому 
для поддержания нормальной функции. 


1. ГЕТЕРОГЕННОСТЬ НАСЛЕДСТВЕННЫХ БОЛЕЗНЕЙ 


Очень часто оказывалось, что синдром, который первоначаль- 
но считали самостоятельной нозологической единицей, обуслов- 
ленной одним аномальным геном, на самом деле есть не что 
иное, как целая группа разных заболеваний, возникающих как 
следствие различных мутаций и имеющих каждое свой особый 
патогенез. Степень генетической гетерогенности, которая может 
выявиться для заболеваний, на первый взгляд кажущихся мо- 
ноэтиологическими, может быть весьма значительной, и, по-види- 
мому, не остается сомнений, что такая гетерогенность представля- 
ет собой широко распространенное явление. 

То обстоятельство, что несколько совершенно различных ано- 
мальных генов часто имеют весьма сходное или даже идентичное 
клиническое проявление, неудивительно. Утрата функции того или 
иного. из ферментов, участвующих в одном и том же метаболиче- 
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ском пути, или же таких ферментов, которые связаны друг с дру- 
гом в сложных физиологических взаимоотношениях, естественно, 
может дать одинаковые или весьма сходные конечные результаты 
на клиническом уровне. Таким образом, самые разные аномаль- 
ные гены, влияя на различные ферменты, могут привести к весь- 
ма сходным клиническим последствиям. Далее, уменьшение актив- 
ности данного ферментного или другого белка может быть вызвано 
изменением структуры различных полипептидных цепей, коди- 
руемых разными генными локусами, или же может быть следст- 
вием мутации в каком-либо локусе, специфически связанном 
с регуляцией скорости синтеза данного белка. Наконец, разные 
мутации могут происходить в одном и том же локусе, и хотя 
они по-разному изменяют структуру соответствующей поли- 
пептидной цепи, в каждом случае эти изменения могут привести 
к утрате определенной функции и, следовательно, к весьма сход- 
ным клиническим проявлениям. Таким образом, одна и та же кли- 
ническая картина в действительности может быть обусловлена 
мутациями в нескольких различных локусах или же в одном 
локусе. 

Врожденная метгемоглобинемия (стр. 33—36) представляет 
собой хорошо изученный случай, иллюстрирующий подобную си- 
туацию. Характерное клиническое проявление этого редкого син- 
дрома-- резкий цианоз, обусловленный тем, что значительная 
часть железа гемоглобина в эритроцитах и циркулирующей кро- 
ви находится в трехвалентном состоянии и неспособна переносить 
кислород. Метгемоглобинемия проявляется при рождении или 
в самом раннем детстве и остается на протяжении всей жизни 
без существенных колебаний. У большинства пораженных не отме- 
чается никаких тяжелых клинических проявлений, хотя иногда 
эта аномалия бывает связана с некоторой степенью умственной 
отсталости. Врожденную метгемоглобинемию следует отличать от 
других причин хронического цианоза, таких, например, как врож- 
денные пороки сердца, что, однако, обычно легко удается при 
клиническом обследовании. 

Уже первые исследования этого заболевания показали, что на 
генетическом уровне аномалия встречается в двух формах [30, 
269]. В некоторых случаях это нарушение наследуется, по-видимо- 
му, по аутосомно-рецессивному, а в других — по аутосомно-доми- 
нантному типу. При рецессивной форме была обнаружена специ- 
фическая сильно выраженная недостаточность метгемоглобинре- 
дуктазы эритроцитов [197, 564]. У пораженных индивидуумов актив- 
ность этого фермента была очень низкой, а часто ее едва удава- 
лось определить. У их родителей, детей и других родственников, 
которых можно было считать гетерозиготными по соответствую- 
щему тену, уровень активности этого фермента был частично 
снижен [562], однако степень подавления активности, очевидно, 
была недостаточной для того, чтобы привести к выраженной 












































ГЕННЫЕ МУТАЦИИ И НАСЛЕДСТВЕННЫЕ БОЛЕЗНИ 265 


метгемоглобинемии или цианозу. Данные электрофоретического 
исследования остаточной ферментативной активности у некото- 
рых больных указывают на то, что по крайней мере в некоторых 
случаях причиной ферментной недостаточности может быть из- 
менение структуры ферментного белка, причем это изменение не- 
одинаково у больных из разных семей [320, 683]. Таким образом, 
в генном локусе (или локусах), кодирующем метгемоглобинре- 
дуктазу, вероятно, может встречаться несколько различных ано- 
мальных аллелей, способных вызывать это заболевание. 

При доминантной форме активность метгемоглобинредуктазы 
не отличается от нормы. В большинстве таких случаев оказы- 
вается измененной структура самого гемоглобина, причем 
выявлен целый ряд различных отклонений от нормы. Каждое из 
них связано с заменой одной определенной аминокислоты, проис- 
ходящей в той области молекулы, где к полипептидной цепи при- 
соединена группа гема. При этом могут быть затронуты как а“, 
так и В-цепи, которые, конечно, кодируются разными генными 
локусами. Установлено, что В случаях мутаций по а-цепи цианоз 
отмечается с момента рождения, поскольку а-цепь содержится 
как в эмбриональном (2у2), так и во взрослом (2В2) гемоглоби- 
нах, тогда как у мутантов по В-цепи цианоз появляется через не- 
сколько недель после рождения, когда взрослый гемоглобин стано- 
вится преобладающим. 

Таким образом, синдром врожденной метгемоглобинемии мо- 
жет быть обусловлен мутациями по крайней мере в трех различ- 
ных генных локусах. Один из них определяет структуру метге- 
моглобинредуктазы, тогда как другие кодируют @- и В-цепи ге- 
моглобина, причем в каждом из этих локусов, очевидно, может 
присутствовать несколько различных аномальных аллелей, вызы- 
вающих этот синдром. Имеется сообщение еще об одной форме 
врожденной метгемоглобинемии, которая наследуется, по-видимо- 
му, как аутосомно-доминантное заболевание, но не связана © ка- 
кими-либо изменениями ни В гемоглобине, ни В метгемоглобинре- 
дуктазе [638]; следовательно, такое же клиническое нарушение 
может быть вызвано также мутациями в других генных локусах 
помимо трех названных. 

Врожденная метгемоглобинемия — чрезвычайно редкое заболе- 
вание: в большинстве популяций она встречается не чаще, чем 
у одного из нескольких сот тысяч новорожденных. Однако уже 
выявлено не менее 8 различных аномальных генов, вызывающих 
это заболевание, причем синдромы, которые каждый из них вызы- 
вает, трудно, а то и невозможно различить только по клиниче- 
ским проявлениям. Можно полагать, что такая же степень гене- 
тической гетерогенности будет обнаружена для многих других 
наследственных заболеваний, которые в настоящее время описа- 
ны только клинически или, самое большее, на уровне некоторых 
вторичных биохимических или физиологических нарушений, обу- 
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а к примеру, фенилкетонурию. Характерные „биохи- 
мические изменения, наблюдаемые в крови, спинномозговой жид. 
кости и моче при этом заболевании, можно объяснить тем, что 
из-за недостаточности фермента фенилаланин — 4-гидроксилазы 
нормальное метаболическое превращение фенилаланина в тиро- 
зин не происходит (стр. 155—158). Это заболевание наследуется 
как аутосомно-рецессивное, и обычно полагали, что все больные 
являются гомозиготами по одному и тому же аномальному гену. 
Однако на самом деле возможен целый ряд различных аномаль- 
ных генов, которые могут неодинаковыми путями привести к утра- 
те активности данного фермента. Если это так, то среди больных 
могут встречаться гомозиготы по тому или иному из этих генов, 
а также гетерозиготы по двум из них. Кроме того, причиной это- 
го заболевания могут быть мутации в двух или более различных 
генных локусах. В настоящее время о структуре этого ферментно- 
го белка и о регуляции скорости его синтеза известно еще слиш- 
ком мало, чтобы попытаться оценить, насколько правдоподобно 
такое предположение. Неизвестны также какие-либо маркеры 
сцепления, которые могли бы помочь выяснить, действительно ли 
это заболевание могут вызвать гены, находящиеся в разных локу- 
сах. 

Различные мутации, обусловливающие недостаточность дан- 
ного фермента, безусловно, могут различаться по степени нару- 
шения, которое они вызывают, и, следовательно, по тяжести его 
клинических проявлений. Некоторые мутации могут приводить 
к полной утрате функционально активного фермента, и мутанты, 
у которых это по разным причинам произошло, часто могут ока- 
заться пораженными «одинаковой» болезнью. Однако в тех слу- 
чаях, когда ферментативная активность исчезает неполностью, 
степень недостаточности у разных мутантов может колебаться в 
широких пределах. И до тех пор, пока не будут выявлены молеку- 
лярные и генетические различия, лежащие в основе разных слу- 
чаев заболевания, может казаться, что мы имеем дело с одной на- 
следственной болезныо, вызываемой, по всей видимости, опреде- 
ленным аномальным геном, клинические проявления и тяжесть 
которой отличаются высокой степенью вариабельности. Почти 
наверное многие обычно наблюдаемые клинические варианты 
болезни, рассматриваемой как нозологическая единица, обуслов- 
лены этой общей причиной. 

Примером такой ситуации, когда колебания функциональной 
активности того или иного фермента и клинических проявлений 
обусловлены различными мутациями, повреждающими данный 
ферментный. белок, может служить случай глюкозо-б-фосфат — 
дегидрогеназы, для которой известно множество вариантов. Обна- 
ружено почти 30 вариантных форм этого ферментного белка 
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(стр. 131—139). Они различаются между собой по электрофоре- 
тической подвижности, константам Михаэлиса, термостабильности 
и оптимумам РН. По-видимому, все они определяются серией 
аллелей, каждый из которых вызывает определенное структурное 
изменение. Поскольку эти аллели находятся в локусе, располо- 
женном в Х-хромосоме, у мужчин удается изучать влияние каж- 
дого из этих аллелей в отдельности на уровень ферментативной 
активности. Большинство таких исследований было проведено на 
эритроцитах; обнаружено, что клетки, содержащие неодинаковые 
варианты фермента, существенно различаются по средней актив- 
ности Г-6-ФД. В некоторых случаях обнаруживаются лишь сле- 
ды активности, в других отмечается не столь резкое, но тем не 
менее четко выраженное снижение ферментативной активности. 
Встречаются также варианты фермента, лишь незначительно от- 
личающиеся по средней активности от нормального фермента. 
Эти различия в уровне активности часто могут быть обусловлены 
неодинаковой стабильностью ферментных белков. Однако в неко- 
торых случаях важную роль может играть изменение в кинетиче- 
ских или других свойствах фермента. 

В некоторых случаях степень недостаточности фермента и на- 
рушения обмена эритроцитов выражены достаточно сильно для 
того, чтобы вызвать состояние хронической гемолитической ане- 
мии (из-за преждевременного разрушения эритроцитов). В дру- 
гих случаях пораженные индивидуумы в обычных условиях здо- 
ровы, однако у них наблюдается склонность к развитию симито- 
мов гемолиза под влиянием агентов, безвредных для других 
индивидуумов. Так, например, носители вариантного аллеля 
Самеёцетатеат  цувствительны к некоторым веществам, с0- 
держащимся в конских бобах, а носители аллеля С4А- широко 
распространенного среди негров, чувствительны к примахину 
и некоторым сульфамидным препаратам. Имеются также другие 
варианты Г-6-ФД, которые, по-видимому, не связаны с развитием 
какой бы то ни было патологии; вообще же степень фермента- 
тивной недостаточности, которая варьирует в широких пределах, 
в какой-то мере коррелирует с тяжестью клинических последст- 
ВИЙ. 

Такого же рода взаимоотношения показаны и в отношении 
нарушений других ферментов. Особенно интересен пример 
гипоксантин : гуанин — фосфорибозилтрансферазы — фермента, в 
норме связанного с образованием мочевой кислоты ‚(фиг. 91). 
Леш и Нихан [388] описали сложный и очень тяжелый невроло- 
гический синдром У детей, который характеризуется умственной 
отсталостью, спастическими параличами центрального происхож- 
дения, хореоатетозом и своеобразным нарушением поведения, 


проявляющимся в самоистязающих укусах. Было обнаружено, 
что это состояние связано © гиперурикемией вследствие повышен- 
ного образования мочевой кислоты, что в некоторых случаях 
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сопровождается появлением уратных камнеи в мочевых путях 
и симптомами подагры. Оказалось, что это заболевание вызвано 
полным отсутствием активности гипоксантин:гуанин — фосфо- 
рибозилтрансферазы [569]; недостаточность обусловлена ано- 
мальным геном, локализованным в Х-хромосоме [471]. 

Поскольку этот фермент участвует в образовании мочевой 
кислоты, он в дальнейшем был исследован у взрослых больных 
с типичной клинической картиной острого подагрического артри- 
та или почечнокаменной болезни, а также у индивидуумов с ги- 
перурикемией, обусловленной повышенным образованием мочевой 
кислоты [325, 326]. У таких больных в нескольких случаях была 
обнаружена недостаточность этого фермента, хотя и не столь 
резко выраженная, как при синдроме Леша — Нихана. Некото- 
рые результаты приведены в табл. 34. Ясно, что встречается 
несколько совершенно различных типов аномалий, ведущих к ги- 
перурикемии, однако в одной и той же семье у всех пораженных 
выявляется одна и та же аномалия. Так, в одной семье (табл. 34, 
семья 7) ферментативная активность У пораженных индивиду- 
умов, согласно определениям (определения проводились на эрит- 
роцитах, в качестве субстрата использовали гипоксантин и гуа- 
нин), составляла всего около 1% нормальной величины, а фер- 
ментный белок был значительно более термолабилен, чем нор- 
мальный фермент. В другой семье (табл. 34, семья Г.) у больных 
также отмечалась значительно пониженная ферментативная 
активность, однако ее снижение при использовании гуанина в ка- 
честве субстрата было значительно сильнее выражено, чем с ги- 
поксантином; это указывает на измененный характер субстратной 
специфичности. Помимо этого фермент в данном случае ока- 
зался менее термолабильным, чем в норме. 

Все это указывает на то, что в разных семьях встречаются 
различные аномальные гены, каждый из которых контролирует 
образование структурно отличной формы Фферментного белка, 
обладающей аномальными свойствами. Каждая из них, очевидно, 
приводит к резко выраженной ферментной недостаточности, 
проявляющейся в повышенном образовании мочевой кислоты, 
что сопровождается гиперурикемией, причем клинические прояв- 
ления (подагра и почечнокаменная болезнь) в разных случаях 
весьма сходны между собой. Тем не менее клиническая картина 
резко отличается от синдрома Леша — Нихана, который, по-види- 
мому, возникает как следствие полного или почти полного отсут- 
ствия фермента и сопровождается тяжелым неврологическим рас- 
стройством, проявляющимся в детстве. 

В. заключение следует отметить следующее. Различия в про- 
явлении определенных наследственных болезней у отдельных лиц 
могут зависеть не только. от того, что они вызваны разными му- 
тантными генами, определяющими характерное изменение фер- 
‚мента или другого белка, которое и служит главной причиной 
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ТАБЛИЦА 34 


) Гипоксантин:гуанин —фосфорибозилт рансферазная активность эритроцитов, 
измеренная с гипоксантином или гуанином в качестве субстрата [325] 





















































Фосфорибозилтрансферазная 
активность, мкмоль на 1 мг 
белка в | ч Термостабильность 
| по сравнению 
\ с нормой 
| гипоксантин гуанин 
|. 
й Контроль (18 человек) 103 = 18 103=21 — 
ь Синдром Леша—Нихана (9) <0,01 <0,004 = 
). Подагра вследствие повышенного об- 
я разования мочевой кислоты 
! а) с нормальным ферментом (10) 99 + 13 106=21 = 
и 6) с недостаточностью фермента 
| (10) 
у. Семья 
] Е) 155 0,6 
а. }за 1,5 0,8 Понижена 
т) 1,8 0,8 
у 
ЫХ Семья Г. 
а ЕЕ 11,8 0,5 } 
Повышена 
Ка МЕ 8,7 0,5 
|: 
о | Семья $1 
КВ Т5 9,9 9,5 Не определялась 
Семья О 
и АР 12,2 17,3 То же 
| 
[д Семья @ 
#0, за 9,4 8,8 > 
м 1 {@ 9,2 7,5 ‚ 
В 
и 
у Семья $2 
9% 0$ 0,03 0,009 › 
8 
. заболевания: они зависят еще от особенностей всей генетической 
конституции носителя данного аномального гена. Поскольку во 
многих генных локусах могут присутствовать разные нормальные 
аллели (стр. 235—242), нельзя, вероятно, найти двух индивиду- 
№ умов, за исключением монозиготных близнецов, в точности одина- 
и ковых по своему «генетическому фону». Эти различия «генетиче- 
у ского фона», безусловно, могут влиять на проявления того или 
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иного расстройства, поскольку от них зависят многие условия 
биохимической и физиологической среды, в которой должна 
реализоваться активность данного аномального гена. Некоторые 
комбинации генов в непораженных локусах могут ослабить па- 
тологические проявления, тогда как другие, напротив, — усилить 
их. Но поскольку эти разнообразные комбинации генов часто 
практически не приводят к видимым различиям между индивиду- 
умами, не имеющими данного аномального гена, определить ме- 
ханизм, посредством которого они влияют на проявление ано- 
мального гена, дело крайне трудное. 

Необходимо отличать изменчивость, зависящую от других ло- 
кусов, помимо того, в котором находится данный аномальный 
ген, и изменчивость, обусловленную присутствием различных 
«нормальных» аллелей в том же самом локусе. Второй источник 
изменчивости, разумеется, возможен только в том случае, если 
больные являются гетерозиготами (т. е. при «доминантных» бо- 
лезнях). Было установлено, что в одном и том же генном локусе 
могут встречаться несколько различных аллелей, по-разному 
влияющих на функцию и не обязательно вызывающих явное за- 
болевание. Иногда два или более из этих аллелей распростране- 
ны относительно широко, так что рассматриваемый аномальный 
ген может находиться в гетерозиготной комбинации с тем или 
ИНЫМ ИЗ ЭТИХ различных ‹нормальных» аллелей. Это может 
повлиять на проявление симптомов заболевания. Такой эффект 
нередко называют аллельной модификацией. Он и определяет то 
обстоятельство, что между сибсами сходство в проявлении опреде- 
ленной формы заболевания бывает большим, чем между родите- 
лями и детьми. 


1У. НАСЛЕДСТВЕННОСТЬ И СРЕДА 


Характерные черты индивидуума зависят не только от набора 
его генов, и, следовательно, от-набора ферментов и других бел- 
ков, которые образуются в его организме, но и от среды, в кото- 
рой он развивается и живет. Взаимосвязи между тем, что Френ- 
сис Гальтон называет «природой» (пафиге) и «прокормом» (пиги- 
ге), часто очень сложны и с трудом поддаются интерпретации. 
Однако нам безоговорочно ясна важность этих взаимосвязей 
в определении критериев того, что именно следует считать на- 
следственными заболеваниями. Рассмотрим этот вопрос на при- 
мере нескольких болезней, для которых наследственная аномалия 
выявлена на уровне фермента и более или менее выяснены факто- 
ры среды, влияющие на ее проявление (табл. 35). 

Прежде всего следует упомянуть о галактоземии (стр. 158— 
159). Это заболевание выражается в неспособности усваивать 
моносахарид` галактозу из-за генетически ` обусловленной недоста- 
точности” фермента галактозо-!-фосфат — уридилтрансферазы. 
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ТАБЛИЦА 35 


Генетически детерминированная ферментная недостаточность 
и факторы среды, обусловливающие различные заболевания 








Заболевание Затронутый фермент Фактор среды 
Галактоземия Галактозо-1!-фосфат—ури- | Лактоза, галактоза 
дилтрансфераза 
Наследственная непереноси- | Альдолаза печени Фруктоза, сахароза 
мость фруктозы 
Фавизм Глюкозо-6-фосфат—дегид- | Конские бобы 
рогеназа 
Чувствительность к прима-| То же Примахин, сульфамидные 
хину препараты и т. д. 


Чувствительность к суксаме- | Сывороточная холинэсте- | Суксаметоний 
тонию раза 





Цинга Г-гулонолактоноксидаза Недостаточность витамина 
С 








Галактоза в составе дисахарида лактозы служит главным угле- 
водным компонентом молока, и поэтому обычно грудные дети 
получают ее в больших количествах. В отсутствие названной 
трансферазы обмен галактозы нарушается. Содержание галакто- 
зы в крови повышается, в клетках накапливается галактозо-1- 
фосфат; все это вызывает тяжелые клинические симптомы. Разви- 
тие ребенка нарунгается, он медленно прибавляет в весе, нередко 
наблюдаются поражения печени и мозга, развиваются ката- 
ракты. Если, однако, ребенку давать пищу, не содержащую га- 
лактозы, но полноценную в других отношениях, то наступает 
быстрое улучшение. На практике, если диагноз поставлен доста- 
точно рано, до того как наступили необратимые изменения, то 
ребенок может расти нормальным и здоровым. 

Поэтому галактоземию можно в некотором смысле рассматри- 
вать как врожденную утрату способности соответствующим обра- 
зом реагировать на один из нормальных факторов среды, а имен- 
но на лактозу, содержащуюся в молоке. При соответствующем 
изменении среды нарушение может быть предотвращено. Хотя 
У данного индивидуума фермент по-прежнему будет отсутство- 
вать при новых условиях среды, это не будет иметь клинических 
последствий. Он останется предрасположенным к данной болезни, 
но клинически она не проявится. 

Наследственная непереносимость фруктозы (стр. 160—164) 
еще раз иллюстрирует это явление. В данном случае речь идет 
0 недостаточности альдолазы печени (альдолаза В), необходимой 
для нормального обмена фруктозы. Прием с пищей фруктозы или 
сахарозы вызывает тяжелые симптомы. Если же фруктозу исклю- 
чить: из рациона, то повреждающего действия не будет. В отли- 
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чие от галактозы фруктоза не является обязательной составной | 
частью нормальной пищи грудных детей. Вследствие этого | 
проявления и тяжесть этой болезни колеблются в более широких 
| пределах. По-видимому, важный фактор при этом — момент 
| прекращения кормления грудью. Если ребенка рано переводят 
| на искусственное вскармливание, при котором он получает сахаро- 










зу, то его состояние быстро ухудшается. Если природа нарушения 
не распознана, то дело может дойти до необратимых изменений, 
Если, однако, ребенка продолжают кормить грудью в течение 
| нескольких месяцев, то часто он начинает потом сам отвергать 
1 пищу, которая ему вредит; в это время уже гораздо больше ве- 
. роятность того, что аномалия будет распознана. Помимо этого 
| У таких детей обычно развивается отвращение к сахару, сла- д ПИ 
И достям и фруктам, и таким образом они сами оберегают себя. | псдотвеНА а 
Итак, ясно, что тяжесть проявлений наследственных заболеваний о Кали На 
может в значительной мере зависеть от совершенно случайных иоеительно редкс 
и, по-видимому, не связанных между собой факторов среды. 6 ДОСаТОЧНО 
В данном случае таким фактором является время отнятия от о 
груди. Кстати, на этом примере видно также, что предпочтение ты и 
той или иной пищи может быть прямым следствием ферментной тЖение 
аномалии. ие ОНОСиТе 
Особенно ярко зависимость наследственности от факторов е 
среды предстает перед нами на примере фавизма. Это заболева- т боль ах 
ние, выражающееся в тяжелой интермиттирующей гемолитиче- з О 
скои анемии, приступы которой провоцируются приемом с пищей И 
конских бобов (Уса раба), известно уже давно. Фавизм особен- ‚ № К РНЕ 
но распространен на Ближнем Востоке и в некоторых районах Сина У (в 
южной Европы, т. е. в тех областях, где бобы являются обычным УЖ | 
‘пищевым продуктом. Однако фавизм развивается далеко не у всех т 
людей, которые едят бобы. Он возникает лишь у людей с гене- У 
тически детермированной недостаточностью Г-6-ФД, обычно обу- } т 
словленной присутствием варианта @4-Средиземноморский. Та- 
ким образом, для того, чтобы болезнь проявилась, нужно, чтобы м 
данный индивидуум был носителем соответствующего гена и при- } 
нимал в пищу бобы. Итак, для развития заболевания существен- 
ГМ | ны как генетический фактор, так и фактор среды. В действитель- м 
| ности дело обстоит даже еще сложнее, поскольку не у всех а © 
индивидуумов с этой специфической ферментной недостаточ- м м 
| ностью, которые едят конские бобы, развивается болезнь крови, 
| а у тех, у кого она возникает, тяжесть болезни может быть неоди- с 
т наковой. Причины этого не вполне ясны, но имеются некоторые А 
| указания на то, что дело здесь, возможно, в действии каких-то р 
\ 





































































































дополнительных генетических факторов, а также в различиях 
в количестве съедаемых бобов и в том, в каком виде они прини- № кА | 
маются в пищу. у 8 () 
Не вызывает никаких сомнений, что галактоземия является | 
наследственным заболеванием, поскольку она проявляется у всех 
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индивидуумов С соответствующей генетической конституцией. 
Фактор среды, к которому они чувствительны, присутствует 
повсеместно. То же по существу справедливо и для наследствен- 
ной непереносимости фруктозы, но в этом случае фактор среды 
несколько более вариабелен, и это влечет за собой различия 
в степени тяжести клинических проявлений болезни. Однако фа- 
визм нельзя рассматривать как болезнь, вызываемую только на- 
следственным фактором или только фактором среды, и возможно, 
цто это относится также ко многим другим заболеваниям, встре- 
чающимся в клинической практике. 

На практике вопрос о том, относить ли то или иное заболе- 
вание к наследственным или же к обусловленным факторами сре- 
ды, приходится решать в зависимости от относительной частоты 
наследственного предрасположения и провоцирующих факторов 
среды. Если наследственное предрасположение встречается 
относительно редко, а провоцирующий фактор среды распростра- 
нен достаточно широко, а то и повсеместно (как это имеет место 
в случае галактоземии), то данное заболевание следует относить 
к наследственным. Если же, напротив, генетическое предраспо- 
ложение относительно обычно, а неблагоприятные условия среды 
встречаются нечасто, то факторы среды, видимо, приходится счи- 
тать наиболее важной причиной. 

Рассмотрим в качестве примера цингу. Насколько нам извест- 
но, люди и другие приматы неспособны синтезировать [.-аскорби- 
новую кислоту (витамин С). Следовательно, если по тем или иным 
причинам в их пище содержится недостаточно этого витамина, то 
у них развивается цинга. У большинства других млекопитающих 
этого не происходит, так как они, по-видимому, могут сами синте- 
зировать Г-аскорбиновую кислоту из О-глюкозы: 

Р-глюкоза —> Лактон О-глюкуроновой кислоты — 


— > Лактон Г-гулоновой кислоты — Т.-аскорбиновая кислота. 


Очевидно, у человека и других приматов необходимый ген был 
утерян в ходе эволюции, а с ним и фермент, способный превра- 
щать лактон Г.-гулоновой кислоты в [.-аскорбиновую кислоту [92]. 
Таким образом, цинга с достаточным основанием рассматривается 
как заболевание, вызываемое неблагоприятным фактором среды, 
а именно недостатком витамина С в пище. Однако с равным 
основанием можно утверждать, что она обусловлена врожденным 
нарушением обмена веществ, общим для всего человечества [597]. 

В некоторых случаях, конечно, и наследственное предрасполо- 
жение к данному заболеванию может быть относительно редким 
и встречаемость определенных факторов среды, которые провоци- 
рует это заболевание, может быть низкой. При таких обстоятель- 
ствах заболевание также должно быть редким и распространен- 
ным весьма неравномерно, а результаты семейных обследований 
могут вовсе не обязательно показывать, что в его возникновении 
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какую-то роль играют наследственные факторы. Простой моделью 
ситуации такого рода является встречаемость нарушения, извест- 
ного как чувствительность к суксаметонию. Приблизительно 
в одном случае из 2000 отмечается высокая чувствительность 
к суксаметонию, часто применяемому в качестве мышечного ре- 
лаксанта при хирургических операциях. Такая чувствительность 
обусловлена либо синтезом атипичной формы сывороточной хо- 
линэстеразы, значительно менее эффективно разрушающей этот 
препарат, чем обычный фермент, либо вообще отсутствием синте- 
за данного фермента. В обоих случаях вызываемый этим препа- 
ратом паралич мышии и связанная с ним остановка дыхания ока- 
зываются слишком продолжительными. Однако если поражен- 
ные индивидуумы не подвергаются воздействию такого необычно- 
го и в общем-то искусственного фактора среды, каким является 
суксаметоний, то они, по-видимому, вполне здоровы. Таким обра- 
зом, для того чтобы возникло клиническое отклонение от нормы, 
в данном случае необходимо сочетание редкого наследственного 
предрасположения и необычных условий среды. Не удивительно 
поэтому, что семейный характер этой аномалии часто не удается 
распознать. 

Если сопоставить весь спектр болезней и аномалий у человека, 
то на одном полюсе окажутся такие заболевания, как серповид- 
ноклеточная анемия, фенилкетонурия, гемофилия, мышечная дист- 
рофия и т. п. которые мы рассматриваем как наследственные, 
поскольку они развиваются у всех носителей соответствующих 
генов. На другом полюсе будут находиться болезни, обусловлен- 
ные преимущественно факторами внешней среды: например тяже- 
лые инфекции, такие, как чума, сибирская язва, тиф ит. п. т. е. 
такие, которые, как правило, поражают всех, кто сталкивается 
с провоцирующими заболевание факторами. Однако имеется мно- 
го заболеваний, часто достаточно широко распространенных, 
для развития которых, по-видимому, важны как наследственный 
фактор, так и фактор среды. Типичными примерами таких забо- 
леваний служат шизофрения, сахарный диабет и язвенная бо- 
лезнь. Для всех этих заболеваний характерно наличие наследст- 
венного предрасположения, но в то же время ясно, что болезнь 
развивается только у части генетически предрасположенных инди- 
видуумов. Однако во всех подобных случаях нам не известна при- 
рода первичных эффектов соответствующих генов. Кроме того, мы 
не в состоянии достаточно четко определить те условия среды, 
которые приводят к возникновению заболевания у одних инди- 
видуумов в отличие от других, также генетически предрасполо- 
женных к нему. 

Такую ситуацию можно в общих чертах иллюстрировать 
простой схемой, представленной на фиг. 84. Область, ограничен- 
ная внешней окружностью, — это популяция в целом, площадь 
внутреннего круга — те индивидуумы данной популяции, которые 
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Фиг 84. Схема, иллюстрирующая роль генетического предрасположения и 
неблагоприятных факторов среды в возникновении заболевания (см. текст). 


Площадь большого круга — популяция, площадь внутреннего круга — индивидуумы дан- 

ной популяции, генетически предрасположенные к определенному типу заболевания. Сектор, 

ограниченный двумя радиусами, — часть популяции, находящаяся в некоторых определен- 

ных условиях среды, провоцирующих развитие данного заболевания. Заштрихованная часть 
сектора — индивидуумы, которые действительно заболевают. 


наследственно предрасположены к болезни определенного рода. 
Область, заключенная между двумя радиусами большей окруж- 
ности, соответствует той части популяции, которая подвергается 
воздействию факторов среды, провоцирующих данное нарушение 
(в данном случае это меньшая группа); все остальное — та 
(в данном случая большая) часть популяции, которая не подвер- 
гается воздействию этих факторов. Клинические нарушения в дей- 
ствительности развиваются только у небольшой части популяции 
(заштрихованный сектор), т. е. у тех индивидуумов, для которых 
генетическое предрасположение сочетается с воздействием небла- 
гоприятных условий среды. 

Практическое значение такой постановки вопроса состоит 
В ТОМ, что она помогает, после того как найдены способы выявле- 
ния (с помощью генетических методов) в данной популяции пред- 
расположенных к тому или иному заболеванию индивидуумов, 
обнаружить далее критические факторы среды. По существу, сле- 
дует выяснить, при каких условиях среды реализуется генетиче- 
ское предрасположение. Если это будет установлено, то можно 
соответствующим образом изменить условия среды, прежде чем 
У предрасположенных индивидуумов разовьются клинические на- 
рушения. 
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положенных людей в популяции может быть различной — 
очень малой или, наоборот, большой, да и часть популяции, 
подвергающаяся воздействию неблагоприятных условий среды, 
также может варьировать по величине. Сверх того, не исключено, 
что тот или иной вид предрасположения обусловлен несколькими 
генами, действующими по-разному. Но поскольку эффекты таких 
генов неодинаковы, то и степень предрасположения будет варьи- 
ровать. Таким образом, на самом деле все линии, приведенные на 
фиг. 84, должны быть далеко не столь четкими. 

При всем том простой подход, который иллюстрирует приво- 
димая схема, весьма полезен при рассмотрении проблем, возни- 
кающих в связи с патологическими состояниями, в особенности 
более распространенными из них. Мы приходим к примечатель- 
ному парадоксу. Оказывается, что изучение генетики многих бо- 
лезней может привести к разработке методов их предотвращения 
или лечения, заключающихся исключительно в изменениях среды. 
Весьма возможно, что одним из наиболее важных социальных 
и медицинских аспектов приложения генетических исследований 
окажется регулирование условий среды, поскольку чем точнее мы 
сможем охарактеризовать генетическую конституцию индивиду- 
ума, тем яснее нам станет, каким образом следует изменять 


ИЛИ приспосабливать условия среды соответственно его потреб- 
ностям. 


Разумеется, для разных заболеваний доля генетически предрас- 
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Приложение [ 


НАРУШЕНИЯ, 


СВЯЗАННЫЕ С НЕДОСТАТОЧНОСТЬЮ 
ОПРЕДЕЛЕННЫХ ФЕРМЕНТОВ 
(ВРОЖДЕННЫЕ НАРУШЕНИЯ ОБМЕНА) 


А. НАРУШЕНИЯ 


Затронутый фермент 

1. Гексокиназа (изофермент эри- 
троцитов) (АТФ:О-гексоза-— 
6-фосфотрансфераза) 
О Ы 


2. Фосфогексозоизомераза (глю- 
козофосфатизомераза)  (П- 
глюкозо-6-фосфат — кетол- 
изомераза) 
5.3.1.9 


3. Фосфофруктокиназа (изофер- 
мент мыши) (АТФ : О-фрук- 
тозо - 6 - фосфат — | - фосфо- 
трансфераза) 

27. 


= 8 


УГЛЕВОДНОГО ОБМЕНА 


Нарушение и его проявления 
Гемолитическая анемия, обусловленная 
недостаточностью гексокиназы 
Недостаточное фосфорилирование глюкозы 
(фиг. 85) лимитирует гликолиз и приводит 
к преждевременному распаду эритроцитов 
и хронической гемолитической анемии. 
В лейкоцитах недостаточность гексокиназы 
не обнаруживается [643]. 


Недостаточность фосфогексозонзомеразы 
(глюкозофосфатизомеразы) 

Нарушение превращения глюкозо-6-фосфа- 
та в фруктозо-б-фосфат (фиг. 85) в эритро- 
цитах ограничивает гликолиз и приводит к 
тяжелой гемолитической анемии. Недоста- 
точность фермента отмечается также в лей- 
коцитах, и, вероятно, в других тканях, 
что, однако, не вызывает видимых клини- 
ческих проявлений. Встречается несколь- 
ко различных аллелей, определяющих струк- 
турные варианты фермента с аномальными 
функциональными свойствами, а также ряд 
других варнантов [36, 138, 479]. 


Недостаточность фосфофруктокиназы 

Ограничение гликолиза в мышцах вслед- 
ствие резкого снижения ферментативной 
активности приводит к отложению глико- 
гена. При длительном напряжении разви- 
вается слабость и ригидность мышц. В эри- 
троцитах ферментативная активность так- 
же до некоторой степени/ снижена, что вы- 
зывает слабо выраженный хронический 
гемолиз. Остаточная фосфофруктокиназная 
активность, определяемая в эритроцитах 
(около 50%), обусловлена присутствием 
другого изофермента, не изменяющегося 
при этом нарушении [370, 624, 625]. 


‘Цифры после названия фермента означают шифр, под которым он зна- 
Чится. в номенклатуре ферментов (см. «Номенклатура ферментов», Рекомендации 
©ждународного биохимического союза», М., 1966). 
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4. Триозофосфатизомераза (О- 
глицеральдегид-3-фосфат — 
кетол-изомераза) 


5.3.1.1 
м 
о 
5. Альдолаза В (изофермент пе- 
чени) (кетозо-!-фосфат — 
альдегид-лиаза) 
4.1.2.7 
6. Фосфоглицераткиназа (АТФ: 
3-фосфо-Р-глицерат — 1-фос- 
фотрансфераза) 
2.7.2.3 
7. Пируваткиназа (изофермент 
эритроцитов) 
(АТФ: пируват — фосфотранс- 
фераза) 
2.7.1.40 
8. Дифосфоглицератмутаза (1,3- 
дифосфо-О-глицериновая кис- 
лота: 3-фосфо-О-глицерат — 
` фосфотрансфераза) 
2.7.5.4 
9. `Глюкозо - 6 - фосфат — деги- 
дрогеназа (Р-глюкозо-6-фос- 
фат: НАДФ — оксидоредук- 
таза) 
1.1.1.49 
10. Глутатионредуктаза (восста- 
новленный НАДФ: окислен- 
ный глутатитон — оксидоре- 
дуктаза) 
1.6.4.2 
1|. Галактокиназа (АТФ: О-га- 
лактоза — 1-фосф отрансфе- 
раза) } 
2.7.1.6 - 
р 
2 
Т9* 
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Недостаточность триозофосфатизомеразы 


Ферментная недостаточность имеет место 
в эритроцитах, лейкоцитах, мышцах, спин- 
номозговой жидкости и, вероятно, в дру- 
гих тканях. Выражается в нарушении гли- 
колиза с резким повышением концентрации 
диоксиацетонфосфата (фиг. 85). Главные 
клинические проявления — хроническая 
гемолитическая анемия, а у некоторых 
больных, которые живут более года, про- 
грессирующие неврологические нарушения, 
затрагивающие как периферические нер- 
вы, так и центральную нервную систему 

[555, 556, 557, 644]. 


Наследственная непереносимость фруктозы 
( фруктоземия) 


(стр. 161—164). 


Недостаточность фосфоглицераткиназы 


Нарушение гликолиза в эритроцитах 
(фиг. 85), ‘вызывающее хроническую гемо- 
литическую анемию. Ферментная недоста- 
точность обнаруживается как в эритроци- 
тах, так и в лейкоцитах. [351 642]. 


Недостаточность пируваткиназы 
(стр. 164—165) 


Недостаточность — дифосфоглицератмутазы 


Повреждение эритроцитов проявляется тя- 
желой гемолитической болезнью [560]. 


Недостаточность глюкозо-6-фосфат— дегид- 
рогеназы, чувствительность к примахину, 
фавизм и др. 

(стр. 131—139). 


Недостаточность глутатионредуктазы 


Хроническая гемолитическая анемия, зна- 
чительно варьирующая по степени тяжести, 
которую часто провоцируют или усугуб- 


ляют лекарственные пре 
8 р репараты [399, 659, 


Недостаточность галактокиназы 
(стр. 159—160) 
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19. 


20. 


2. 


‚ Галактозо-1-фосфат — ури- 


дилтрансфераза (УДФглюко- 
за: а-О-галактозо-1-фосфат — 
уридилилтрансфераза) 
отр, 


Фруктокиназа (АТФ: О-фрук- 
тоза — 6-фосфотрансфераза) 
1: 


Глюкозо-6-фосфатаза (Р-глю- 
козо-6-фосфат—фосфогидрола- 
за) 

3.1.3.9 


. “-1,4-Глюкозидаза (лизосом- 


ная) 


Амило-1 6-глюкозидаза 


Амило-(1,4 — 1,6)-трансглю- 
козидаза 


. Фосфорилаза (мышечная) (&- 


1,4-глюкан: ортофосфат—глю- 
козилтрансфераза) 
2.4.1.1 


Киназа фосфорилазы (АТФ: 
фосфорилаза — фосфотранс- 
фераза) 

2.7.1.38 


Гликогенсинтетаза (УДФглю- 
коза: гликоген — &-4-глюко- 
зилтрансфераза) 

о.а. 


Т.-ксилулозоредуктаза [кси- 
лит: НАДФ — оксидоредук- 
таза (образующая Г.-ксилуло- 


зу)] 
1.1.1.10 


ПРИЛОЖЕНИЕ 1 


Галактоземия (стр. 158—159) 


Эссенциальная фруктозурия 


Нарушение фосфорилирования фруктозы 
приводит к повышению содержания фрук- 
тозы в крови и аномальному выведению 
фруктозы с мочой после приема пищи, со- 
держащей фруктозу. Это Гнарушение не 
вызывает патологических “симптомов [367, 
540, 546]. 


Болезнь Гирке (гликогеноз типа 1) 
175 


Болезнь Помпе 
(стр. 176) 


Болезнь Форбса (гликогеноз типа 11) 
(стр. 175) 


Болезнь Андерсена (гликогеноз 
(стр. 174) 


Болезнь Мак-Ардла (гликогеноз типа У) 
(стр. 174) 


(гликогеноз типа 1) 


типа 1У) 


Болезнь депонирования гликогена (один из 
гликогенозов) (стр. 174). 


Недостаточность гликогенсинтетазы 
(стр. 173—174) 


Врожденная пентозурия 


Г-ксилулоза (Г.-кснлокетоза) является 
нормальным промежуточным продуктом 
метаболического пути обмена О-глюкуроно- 
вой кислоты (фиг. 86). Недостаточность 
фермента выражается в накоплении Г.-кси- 
лулозы и постоянном выделении ее в боль- 
ших количествах с мочой. 

Выявлено также повышенное выделение 


Т.-арабита 
сутствуют. 
чой резко 


. Патслогические симптомы от“ 
. Выделение Г.-ксилулозы с Мо- 
повышается после приема глю- 


куроновой кислоты или некоторых фарма- 
кологических препаратов, стимулирующих 
образование глюкуроновой кислоты и вы 


деляющих 


249, 368, 635]. 


ся в виде глюкуронидов [154% 
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и’. 
ето н>сон 
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и Фиг. 86. Метаболический путь окисления глюкуроновой кислоты. 
и Указано положение метаболического блока при врожденной пентозурии. 
ие 
и 22. И 
о . Изомальтаза (мальтаза Та) Непереносимость сахарозы и изомаль 
р и сахараза (мальтаза 15) трачена способность гидролизовать ке 
по розу и изомальтозу, образующуюся из 
ее? крахмала в процессе пищеварения. При 
ии р обычном рационе наблюдаются хронические 
ий и поносы с пенистыми жидкими кислыми ис- 
и. пражнениями. Кислая реакция кала обу. 
и ИР словлена присутствием молочной и других 
и р органических кислот, образующихся Г из 
р в ах углеводов в результате 
и ктериального брожения в 
НЙ шечнике [503, 522 678]. Надать о — 
р от 
ие 
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23. Лактаза 


Врожденная непереносимость лактозы 


Утрачена способность гидролизовать лак- 
тозу (содержится главным образом в мо- 
локе). Сразу после рождения начинаются 
хронические поносы [261, 393]. 


Б. НАРУШЕНИЯ ОБМЕНА АМИНОКИСЛОТ 


Затронутый фермент 


1. Фенилаланин — 4-гидролаза 
1.14.3.1 


2. Оксидаза п-оксифенилпиро- 
виноградной кислоты (гидро- 


ксилаза) 
[п-оксифенилпируват, аскор- 
бинат: кислород — оксидо- 
редуктаза  (гидроксилирую- 
щая)] 

1.14.2.2 


3. Оксидаза гомогентизиновой 





кислоты 
(гомогентизинат: . кислород— 
оксидоредуктаза) 
1.13.1.5 
н 4. Гистидаза (гистидин-@-деза- 
| миназа) 
(Т.-гистидин — аммиак-лиаза) 
} 4.3.1.3 


Нарушение и его проявления 


а. Фенилкетонурия (стр. 155—158) 
Полностью или почти полностью утрачена 
способность превращать фенилаланин в 
тирозин (см. фиг. 61). Содержание фенил- 
аланина в крови при отсутствии лечения 
обычно превышает 0,02%. Обычно отме- 
чается резко выраженная умственная от- 
сталость. 


б. «Гиперфенилаланинемия» 


Вероятно, гетерогенная группа расстройств, 
при которых отмечается частичное нару- 
шение превращения фенилаланина в тиро- 
зин. Содержание фенилаланина в крови 
составляет 0,006... 0,02%. Обычно не со- 
провождается умственной отсталостью. 
Большинство случаев было выявлено при 
массовом обследовании новорожденных на 
предмет выявления фенилкетонурии (опре- 
делялось содержание фенилаланина в кро- 
ви) [19, 48, 311. 


Тирозинемия 


Утрачена способность превращать л-окси- 
фенилпировиноградную кислоту в гомоген 
тизиновую кислоту (см. фиг. 60). Отме- 
чается высокое содержание тирозина в кро- 
ви. Резко повышено выведение с мочой ти- 
розина, п-оксифенилпировиноградной кис- 
лоты и других производных. Тяжелое по- 
ражение печени в раннем возрасте, неред- 
ко со смертельным исходом. В случаях 
выживания наблюдается цирроз печени, 
поражение почечных канальцев и устой- 
чивый рахит [185, 221, 359, 568, 623]. 


Алкаптонурия (стр. 151—153) 


Гистидинемия 


Утрачена способность образовывать уро- 
каниновую кислоту из гистидина (фиг. 87). 
Содержание гистидина в крови повышено. 
Повышенное выделение с мочой гистидина 
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Ф ит. 87. Пути обмена гистидина. 


и имидазолпировиноградной кислоты.\! В 
моче отсутствует формиминоглутаминовая 
кислота после нагрузки гистидином. В вы- 
ы делениях потовых желез отсутствует уро- 
каниновая кислота. Обычны дефекты речи; 
такие дети часто начинают говорить с за- 
позданием. Примерно у ‘половины больных 
наблюдается некоторая степень умствен- 
ной отсталости‘ [20, 191, 192; 359,362]. 


5. Цистатионинсинтетаза (серин-  Гомоцистинурия 


дегидратаза 

Е ре о-лиаза (де- Утрачена способность образовывать циста- 
Е тионин из гомоцистеина и серина (эта реак- 
4.9.1.13 ция представляет собой один из этапов ме- 


таболического пути образования цистеина 
из метионина, фиг. 88). Аномально боль- 
шое количество гомоцистина выводится с 
мочой. Содержание гомоцистина и метиони- 
на в сыворотке повышено. Цистатионин, 
в норме содержащийся в ткани мозга в зна- 
чительных количествах, при этом наруше- 
















ПРИЛОЖЕНИЕ 1# 
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н$ сн, снмн, соон + [носн» сн, снмн, соон] 
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а/-Кетомасляная кислотя 
Фиг. 88. Метаболический путь образования цистеина из метионина. 


нии отсутствует. Клиннческий синдром 
включает умственную отсталость, эктопию 
хрусталика, аномалии скелета и явления 
тромбоэмболни как в артериях, таки в 
венах [86, 96, 189, 190, 641]. 


6. Цистатионаза (гомосериндеги- 
дратаза) 
[1.-гомосерин — гидро-лиаза 


| Цистатионинурия 
| 

: (дезаминирующая)] 

} 4.2.1.15 


Утрачена способность расщеплять циста- 
тионин с образованием цистина, &-кето- 
бутирата ‘и аммиака (эта реакция пред- 
ставляет собой один из этапов главного пу- 
ти метаболизма метионина, фиг. 88). Отме- 
чается высокое содержание цистатионина 
й в моче; содержание цистатионина в тканях 
в и в сыворотке повышено. У некоторых боль- 
| ных отмечалась умственная отсталость и 
психические расстройства, однако не ясно, 
связаны ли эти патологические явления с 


данной аномалией обмена [172, 179, 180, 
181. 232]. 
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Лейцин Изолейцин Валин 
| МН, | МН РИ МН; — Гипервалинемия 
о-Кетвизокапроновая а-Кето-В-метилвалериановая а-Кетоизовалериановая 
кислота кислота кислота 
р р р Болезнь 
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новая у 
= па -2н | -2н | -2н 
8-Метилкротонил-КоА в-Метилкротонил-КоА Метакрилил-Кой 
1 
| 
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60, 0. С» 


Фиг. 89. Пути обмена аминокислот с разветвленной цепью, 


Указаны положения метаболических блоков при болезни кленового сиропа, гипервалинемии 
и изовалериановой ацидемии [90]. 


7. Иодтирозиндеиодиназа Кретинизм и 306 (один из типов) 

0%] Нарушение деиодирования моно- и дииод- 
тирозина при синтезе тиреоидных гормо- 
нов. Постоянная утечка этих предшествен- 
ников гормонов из щитовидной железы и 
из организма приводит к истощению запа- 

|+ № сов иода и к гиперплазии щитовидной же- 

лезы. Клинически это выражается в резком 
увеличении щитовидной железы,  сопро- 

линии?" вождающемся тяжелым гипотиреозом [286, 

| 454, 507, 606]. 


р си 
ы ри 2. Декарбоксилаза (декарбокси- а. Болезнь кленового сиропа 
т ле лазы) кетокислот с развет- 
у р я 
ое вленной цепью Аминокислоты с разветвленной цепью — 
я, т лейцин, изолейцин и валин — в норме рас- 


падаются в результате ряда реакций, на- 
чиная с превращения их в соответствую- 
щие кетокислоты с их последующим декар- 
боксилированием (фиг. 89). При данном 


Я, нарушении имеет место дефект ферментной 
в м й системы (или отдельных ферментов), свя- 
ит 90й, занной со стадией декарбоксилирования. 
хе ой 0 В сыворотке отмечается высокое содержа- 
в! 88. ой ние лейцина, изолейцина и валина; боль- 
ий, шие количества этих аминокислот, а также 
Г и соответствующих о-кетокислот (изовалериа- 
РИ ий. в : новой, В-метилвалериановой и изокапроновой) 
и т выделяются с мочой, придавая ей харак- 
и терный запах. В сыворотке в аномальных 


количествах содержится также алло-изо- 
ий лейцин, вероятно образующийся из изохлей- 
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9. Валинтрансаминаза 


10. Изовалерилкофермент А-деги* 
дрогенеза 


11. Пролиноксидаза [1.-пролин: 
р НАД(Ф)—5-оксидоредуктаза] 
и 1.5.1.2 


цина. Вскоре после рождения, как прави- 
ло, развивается прогрессирующее невроло- 
гическое заболевание с выраженной деге- 
нерацией мозга; ребенок обычно погибает 
в первые недели или месяцы жизни [120, 
121, 204, 407, 598]. 


6. Интермиттирующая кетонурия (вы- 
ведение с мочой кетокислот с разветвлен- 
ной цепью) 

Несколько менее тяжелая недостаточность 
того же фермента (ферментов), что и при 
болезни кленового сиропа. Периодически 
в моче появляются кетокислоты с развет- 
вленной цепью и аминокислоты; при этом 
моча приобретает характерный запах кле- 
нового сиропа. Во время приступов появ- 
ляются неврологические симптомы (токси- 
ческая энцефалопатия); возможен леталь- 
ный исход. Между приступами патологи- 
ческие явления могут отсутствовать, а вы- 
деление кетокислот и аминокислот с мочой 
может оставаться в пределах нормы. При- 
ступы, по-видимому, провоцируются инфек- 
циями и приемом пищи с высоким содержа- 
нием белка [123, 327, 444]. 


Гипервалинемия 


Содержание валина в крови повышено, рез- 
ко усиливается выделение валина с мочой, 
что связано с замедлением развития и ум- 
ственной отсталостью. По-видимому, при 
этом нарушении затронуто только переами- 
нирование валина (фиг. 89). Переаминиро- 
вание других аминокислот, например лей- 
цина или изолейцина, не нарушено [123, 
616, 654]. 


Изовалериановая ацидемия 


В крови и в моче присутствуют аномально 
большие количества изовалериановой ки- 
слоты вследствие нарушения превращения 
изовалерилкофермента А в В-метилкрото- 
нилкофермент А (фиг. 89). Периодические 
приступы ацидоза с развитием комы, по- 
а провоцируемые инфекциями [90, 


Гиперпролинемия 


Содержание пролина в сыворотке сильно 
повышается вследствие утраты способности 
превращать его в А’-пирролин-5-карбокси- 
лат. Окисление оксипролина не нарушено. 
Однако отмечается усиленное выделение 
с мочой не только пролина, но также окси- 
пролина и глицина, вероятно вследствие 
насыщения общей системы транспорта этих 
аминокислот в почечных канальцах избыт- 
ком пролина (см. стр. 191). В неноторых 
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случаях отмечались нарушения со стороны 
почек и умственная отсталость, однако не 
ясно, в какой мере они являются следстви- 
ем данной аномалии обмена [150, 570]. 


12. Оксипролиноксидаза Оксипролинемия 


Содержание оксипролина в сыворотке и 
моче сильно повышается вследствие утраты 
способности превращать его в А’-пирро- 
лин -3-окси-5-карбоксилат. Обмен колла- 
гена не нарушен, содержание пептидно- 
связанного оксипролина в моче в пределах 
нормы. Обмен пролина, по-видимому, не 
нарушен. Эта аномалия связана с резко 





выраженной умственной отсталостью 151. 
Запах ть 13. Аргининосукциназа (аргини- Аргининоянтарная ацидурия (стр. 166— 
ТупоВ Доя носукцинат-лиаза) (1.-арги- 168). 
мы а ниносукцинат — аргинин-ли- 
ел аза) 
т 4.3.2.1 

И патолоти. 
овать, а вы. 14. Аргининосукцинат-синтетаза Цитруллинемия (стр. 168—169) 
`ЛОТ С 040 (Т-цитруллин: Г-аспартат — 
‘ормы, При а (АМФ) 
Отс инфе 6.3.4.5 
м содержа. 15. Орнитин — карбамоилтранс- Гипераммониемия (стр. 168) 

фераза 

(карбамоилфосфат: Г.-орни- 

тин — карбамоилтрансфера- 
ышено, ре3° за 
|на с МОЧОЙ, 2.1.3.3. 
зитиЯ # р 

рп ы Иа 

ри В. ПРОЧИЕ РАССТРОЙСТВА 
ОЕ 
реа 1. ры (ксантин: Ксантинурия 
| п га ь т ь 
ИЕР 12 оксидоредуктава) Нарушено образование мочевой кислоты 
шено к из ксантина, вследствие чего ксантин ста- 


новится конечным продуктом обмена пури- 
НОВ. Соде ржание мочевой кислоты в сыво- 
ротке и в моче резко снижается; с мочой 


лы, выделяются аномально большие количест- 
новой ний ва ксантина. Вследствие низкой раствори- 
ра 10 мости ксантина часто образуются ксанти- 
ие а камни в мочевых ‘путях [132, 153. 
Иод 673]. 
ИМ по" 
Мо 2. Восстановленный никотинамид- Хроническая гранулонатозная болезнь 
дя" а (НАД.Н)- Из-за недостаточности фермента в поли- 
морфноядерных лейкоцитах они утрачива- 
д ют способность уничтожать многие бакте- 
ау рии, которые они фагоцитируют. Разви- 
ик в, ваются длительные хронические инфекции, 
0 к характеризующиеся нагноением и грануло- 
ор а, матозным лимфаденитом, грануломатозны- 
и ии" ми инфильтратами, особенно в легких, а 
Де, $ также гепатоспленомегалией. Инфекции 
р вызываются микроорганизмами, обладаю- 
и 
И 
ии, 
я 
НР 
и 
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я 


3. Сульфитоксидаза  (сульфит: 
О. — оксидоредуктаза) 
1.8.3.1 


4. Каталаза (Н.О. : НО. — 
оксидорелуктаза) 
и. 6.6 








5. Глутатионпероксидаза (глу- 
татион: Н»О› — оксидоредук» 
таза) 


6. Метгемоглобинредуктаза 
(НАД.Н: метгемоглобин—ок- 
сидоредуктаза) 


7. Оротидин-5’-фосфат — пиро- 
фосфорилаза 
(оротидин-5’-фосфат: пирофос- 

| фат — фосфорибозилтрансфе- 
х раза) 
2.4.2.10 


и 
Оротидин-5'-фосфат — декар- 
| боксилаза 
(оротидин-5’-фосфат — карбо- 
ксилиаза) 
4.1.1.23 


8. Глюкоцереброзидаза 

9. Арилсульфатаза А 
(арилсульфат — сульфогидро- 
лаза) 
5.6.1 


0. Церамид — тригексозидаза 


щими обычно низкой вирулентностью, нг„ 
пример стафилококками, Аегофас!ег аего- 
сепез и КебыеИа зр. [24, 258]. 


Недостаточность сульфитоксидазы 


Способность превращать сульфит в суль- 
фат утрачена, что приводит к повышенному 
образованию $-сульфо-Г-цистеина и тио- 
сульфата. Резко повышенные количества 
5-сульфо-Г.-цистеина, сульфита и тиосуль- 
фата в моче; неорганический сульфат 
в моче отсутствует. Прогрессирующие 
неврологические нарушения, эктопия хру- 
сталика и умственная отсталость [451]. 


Акаталазия 


Резкая ‘недостаточность каталазы во всех 
тканях. У некоторых индивидуумов отме- 
чается изъязвление слизистой носа и рта, 
иногда с резко выраженными гангренозны- 
ми изменениями. В то же время у других 
индивидуумов, у которых содержание ка- 
талазы не достигает даже 1% нормы, не 
отмечается никаких патологических явле“ 
ний [2, 3, 4, 323, 617, 618]. 


Недостаточность глутатионпероксидазы 
эритроцитов 

Хроническая гемолитическая болезнь в 
легкой форме [462]. 


Врожденная метгемоглобинемия (стр. 264) 


Оротацидурия 


Резко выраженная недостаточность двух 
сопряженных ферментов, связанных с пре- 
вращением оротовой кислоты в уридин-5'- 
фосфат (фиг. 90). Наблюдается резкая за- 
держка роста и развития, тяжелая мегало- 
бластическая анемия и аномальное выде- 
ление оротовой кислоты с мочой [168, 271, 
280, 353, 385]. 


Болезнь Гоше (стр. 176—179) 


т ес лейкодистрофия (см. 
178) 

Отложение церамидгалактозо-3-сульфата, 
сопровождающееся прогрессирующей деге- 
нерацией центральной нервной системы 
[21, 302, 425]. 


Болезнь Фабри (ап1оКегафота согрог!з @- 
Ризит) (стр. 178) 


Отложение церамидтригексозида. Наблю- 
даются поражения кожи (мелише темные 
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Фиг. 90. Метаболический путь биосинтеза уридин-5’-монофосфата. 
Указаны ферменты, затронутые при оротацидурии (в рамке) [699], 





© Норм 

РН пурпурные пятна и папулы), глаз (помутне- 
ние роговицы, катаракта и отек сетчатки), 
а также сердечно-сосудистые, неврологи- 

тороксидиы ческие и желудочно-кишечные расстрой- 
ства. Характерный симптом — сильная 

болезнь в боль и ощущение жжения в конечностях. 
Нарушение сцеплено с Х-хромосомой [77, 
и 78, 478, 612, 692]. 

в (1. 11. Сфингомиелиназа Болезнь Нимана — Пика (стр. 178) 
Отложение сфингомиелина. Прогрессирую- 
щая дегенерация центральной нервной 
системы, связанная с гепатоспленомегали- 

нов ей [81, 178, 583]. 

ННЫХ и 12. «Кислая» В-галактозидаза о ганглиозидоз (стр. 178, 

ур а. 

ал » 13. «-Фукозидаза Фукозидоз (стр. 178) 

р р 14. Сывороточная холинэстераза Чувствительность к суксаметонию 

ет И (псевдохолинэстераза) (стр. 120—128) 

| (ацилхолин — ацилгидрола- 

за) 
3.1.1.8 
15. Щелочная фосфатаза Гипофосфатазия 
Уровень щелочной фосфатазы в сыворотке 
и | резко понижен, что сопровождается ано- 
ий малиями скелета вследствие нарушения 
И процесса окостенения. Характерный симп- 

а том — усиленное выделение с мочой фос- 

ит й фоэтаноламина. Ферментная недостаточ- 

м ность отмечается в костях и хряще, а так- 

у. Я" же, по-видимому, в печени и почках, но не 

т в кишечнике. В разных семьях клини- 

и р . ческие проявления сильно различаются по 

р 
я 
т 
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й 16. Аденозинтрифосфатаза 


17. Панкреатическая липаза (гид- 
ролаза эфиров глицерина) 
3.1.1.3 


18. Кислая липаза 


19. Лецитин: холестерин — ацил- 
трансфераза 


20. Гипоксантин: гуанин — фос- 
форибозилтрансфераза 
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Фо 


тяжести, что указывает на генетическую 
гетерогенность этого нарушения. В неко- 
торых случаях тяжелые остеодистрофиче- 
ские изменения развиваются с самого рож- 
дения, ребенок погибает, не дожив до года. 
В других случаях развитие на ранних ста- 
диях протекает, по всей видимости, нор- 
мально, но через несколько месяцев возни- 
кают аномалии скелета, напоминающие тя- 
желый рахит. Отмечается гипоплазия и 
преждевременное выпадение зубов. Нако- 
нец, известны случаи, когда аномалия рас- 
познается только у взрослого; у таких боль- 
ных наблюдаются деформации костей и 
спонтанные переломы [116, 125, 177, 233, 
516, 517, 518, 600]. 


Недостаточность АТФазы эритроцитов 


Гемолитическая анемия, встречающаяся, 
по-видимому, у гетерозигот [242]. 


Врожденная недостаточность панкреати- 
ческой липазы 


Содержание липазы в кишечном соке силь- 
но понижено (примерно 10% нормы), что 
приводит к утрате способности перевари- 
вать жиры. Около 50... 80% жиров, по- 
ступающих с пищей, выделяется с испраж- 
нениями (для этого нарушения характе- 
рен обильный маслянистый кал) [523, 571]. 


Болезнь Вольмана 


Недостаточность кислой липазы (вероятно, 
липазы лизосом), при которой во внутрен- 
них органах обнаруживаются своеобразные 
«пенистые» клетки, содержащие большие 
количества триглицеридов и эфиров холе- 
стерина. Заболевание характеризуется 
ксантоматозом, обызвествлением надпочеч- 
ников и гепатоспленомегалией [1, 488, 693]. 


Семейная недостаточность эфиров холесте- 
рина 


Содержание этерифицированного холесте- 
рина и @«-липопротеида в сыворотке резко 
понижено, тогда как уровень общего холе- 
стерина, триглицеридов и фосфолипидов 
резко повышен. 

Сопутствующие симптомы— нормохром ная 
анемия, протеинурия и выраженное по- 
мутнение роговицы [202, 222, 469, 470]. 
а. Синдром Леша — Нихана (стр. 267— 
268) 

б. Подагра, связанная с усиленным образо- 
ванием мочевой кислоты (стр. 267—268) 
Предполагается, что данный фермент участ- 
вует в метаболическом пути биосинтеза 
пуринов, как это представлено на фиг. 91. 
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Фиг. 91. Пути биосинтеза и взаимопревращений пуринов [569]. 


21. 2-Оксоглутарат ; глиоксилат— 
карболигаза 


22. Дегидрогеназа Р-глицевино- 
вой кислоты 


23. Трипсиноген 


Однако неизвестно, каким образом недо- 
статочность этого фермента должна быть 
связана с повышением образования моче- 
вой кислоты, характерным для данных 
синдромов. 


Первичная гипероксалурия (один из типов) 


Повышенное выделение с мочой оксалата, 
гликолата и глиоксилата. В мочевых пу- 
тях образуются оксалатные камни. Окса- 
лат кальция может накапливаться также 
в почечной паренхиме (нефрокальциноз) 
и в других тканях (оксалоз) [14, 254, 347]. 


Первичная гипероксалурия (один из типов) 


Повышенное выделение с мочой оксалата и 
Т.-глицериновой кислоты. В мочевых путях 
образуются оксалатные камни [687]. 


Недостаточность трипсиногена 


В дуоденальном соке отсутствует не толь- 
ко активность трипсина, но также актив- 
ность химотрипсина и карбоксипептидазы. 
Это объясняется тем, что трипсин. образу- 
ющийся из трипсиногена, необходим для 
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Энтерокиназа (энтеропепти- 
даза) 
3.4.4.8 


Метилмалонил-КоА — карбс- 
нилмутаза 
(метилмалонил-КоА — КоА- 
карбонилмутаза) 

5.4.99.2 


ПРИЛОЖЕНИЕ 1 


—_—_иж ре 


активации химотрипсиногена и прокарбок- 
сипептидазы, которые образуются в нор- 
мальных количествах. Вследствие этого в 
двенадцатиперстной кишке и других отде- 
лах тонкого кишечника не происходит пе. 
реваривания белков. Новорожденные с этим 
нарушением не растут, у них развивается 
прогрессирующая гипопротеинемия, отеч- 
ность и анемия. Хорошие результаты дает 
добавление к пище гидролизатов белка 
[636, 637]. 


Недостаточность энтерокиназы 


Недостаточность энтерокиназы выражает- 
ся в утрате способности превращать трип- 
синоген, присутствующий в нормальных 
количествах, в трипсин. В отсутствие трип- 
сина химотрипсиноген и прокарбоксипепти- 
даза не могут превращаться в химотрипсин 
и карбоксипептидазу. Вследствие этого 
нарушено переваривание белков, так что 
картина заболевания идентична тому, что 
наблюдается при недостаточности трипси- 
ногена (см. выше) [217]. 


Метилмалоновая ацидемия 


Метилмалонил-КоА — карбонилмутаза ка- 
тализирует превращение 1[.-метилмалонил- 
КоА в сукцинил-КоА в присутствии коба- 
мидной формы витамина В: в качестве ко- 
фермента. При недостаточности этого фер- 
мента нарушено образование сукцината из 
пропионата. Отмечается интенсивное вы- 
ведение с мочой метилмалоновой кислоты. 
У детей при этом наблюдается резко выра- 
женный кетоацидоз. Они отстают в разви- 
тии и рано умирают. Различают два типа 
этого нарушения. При одном из них бла- 
гоприятно действуют массивные дозы ви- 
тамина В:., тогда как при другом такое 
лечение не дает эффекта [446, 474, 534]. 
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Фермент или другой 6е- 
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1. Гемоглобин 
2. Гаптоглобин 


. Трансферрин 

. Сывороточный @-гло- 
булин (система @с) 

5. Иммуноглобулины 
Тяжелые цепи (сис- 
тема От) 

6. Иммуноглобулины 
Легкие цепи (систе- 
ма пу) 

. Сывороточные В-ли- 
попротеиды (систе- 
ма Аз) 

. Сывороточные В-ли- 
попротеиды (систе- 
ма Г.р) 

9. Церулоплазмин 

10. Сывороточный инги- 
битор «, трипсина 
(система Р!) 

11. Третий компонент 
комплемента (систе- 
ма С’3) 

12. Сывороточный @»- 
макроглобулин (си- 
стема Хм) 

13. Сывороточный. кис- 
лый 9 ,-гликопротеид 
(оросеромукоид) 

14. Глюкозо-6-фосфат — 
дегидрогеназа [О- 
глюкозо-6-фосфат : 
НАДФ — оксидоре- 
дуктаза] 1.1.1.49 

15. Фосфоглюкомутаза 

(локус РСМ,) [а- 

О-глюкозо- [,6-ди- 

фосфат : а-О-глюко- 

30-1-фосфат — фосфо- 
трансфераза] 

2:7.5.1 
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Приложение П 


ПОЛИМОРФИЗМ! ФЕРМЕНТНЫХ 
И ДРУГИХ БЕЛКОВ 


Метод выявления 


Электрофорез 
Электрофорез 


Электрофорез 
Иммуноэлектрофорез 


Иммунологический 
(нейтрализация анти- 
тел) 

Иммунологический 
(нейтрализация анти- 
тел) 

Иммунодиффузия и пре- 
ципитация 


Иммунодиффузия и пре- 
ципитация 


Электрофорез 
Электрофорез и иммуно- 
электрофорез 
Электрофорез 
Иммунодиффузия и пре- 
ципитация 
Электрофорез 


Количественное опреде- 
ление и электрофорез 


Электрофорез 


Источник данных 


Стр. 15—96, 223—224 
КНИГИ 

Стр. 79—87, 231—234 

КНИГИ 

[198, 587, 593] 

[37, 250, 251, 525] 

[212, 213, 608] 

[526, 530, 608] 

[10, 63, 252, 253, 443] 

[42,43—45, 91, 93] 

[579] 

[163—167] 

[11, 22] 

[46, 47] 

[552, 553] 


Стр. 131—139, 230—231 
КНИГИ 


Стр. 59—66, 234 книги 
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26. 


27. 


28. 
29: 


30. 


. Фосфоглюкомутаза 


(локус РСМ3) 


7. Щелочная фосфатаза 


плаценты 


. Сывороточная холин- 


эстераза (локус Е,) 
(ацилхолин — ацил- 
гидролаза) 3.1.1.8. 


. Сывороточная холин- 


эстераза (локус 
22 


. Пептидаза А (дипеп- 


тидаза) 


ь Ацетилтрансфераза 


печени 


‚ Кислая фосфатаза 


эритроцитов 
Аденилаткиназа 
(АТФ : АМФ — 
фосфотрансфераза) 
2.7.4.3 


Аденозиндезаминаза 
(аденозин — амино- 
гидролаза) 3.5.4.4 
Фосфоглюконатде- 
гидрогеназа |(6-фос- 
фо-Э-глюконат ; 

ДФ — оксило- 
редуктаза (декар- 
боксилирующая)] 
1.1.1.44 
Никотинамидаденин- 
динуклеотид — ну- 
клеозидаза (НАДа- 
за) эритроцитов 
(НАД — гликогид- 

олаза) 

.2. 2.5 
Галактозо-1-фосфат-— 
уридилтрансфера- 
за (вариант Ду- 
арте) [УДФ-глюко- 
за : “-О-галактозо-1- 
фосфат — уридил— 
трансфераза] 
ТАН О) 
Глутатионредуктаза 
Панкреатическая 
амилаза 
Пептидаза О (проли- 
даза) 





' Имеются в виду ситуации, 
щих каждый отдельный структур 
или нескольких главных популяц 


Электрофорез 


Электрофорез 


Количественные тесты 


на ингибирование 


Электрофорез 


Электрофорез 


Проба с нагрузкой (изо- 


ниазид) 
Электрофорез 


Электрофорез 


Электрофорез 


Электрофорез 


Количественное оп реде- 


ление 


Количественное опреде- 


ление и электрофорез 


Электрофорез 
Электрофорез 


Электрофорез 


ПРИЛОЖЕНИЕ ПИ 


Стр. 120—130 КНИГИ 


Стр. 130—131 КНИГИ 


Стр. 41—44 книги 
Стр. 196—199 книги 
Стр. 144—150 книги 
[67, 170, 515] 


[603] 


[98, 171, 484] 


[467] 


[51, 52, 424] 


[400] 
[319] 


[384] 


при которых два или более аллелей, ый 
ный вариант данного белка, Не я 
иях человека с частотой, превышающей 0,01. 


Стр. 63—66, 234 книи 
Стр. 44—46 КНИГИ 
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